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Les expériences que nous décrivons dans ce travail conduisent 
a admettre que le phénoméne de Vhémolyse (du moins lorsqu’il 
sagit d’agent hémolysant chimique) n’est pas un phénoméne 
spécifiquement biologique, en ce sens qu’il n’est pas en relation 
avec l’organisation cellulaire. Les diverses transformations obser- 
vées au cours des différents aspects que prend I’hémolyse ne sont, 
selon toute probabilité, que la conséquence d’un simple change- 
ment d’équilibre dans la répartition des différents constiluants 
dune phase normalement homogéne. 

Depuis trés longtemps, de nombreux auteurs ont décrit et discuté 
le phénoméne de l’hémolyse. Mais, c’est dans l|’étude systématique 
de Comandon et de Fonbrune [4], faite grace a leur technique 
cinématographique, que l’on trouve les données les plus indiscu- 
iables. 

Or, en faisant agir des agents hémolytiques sur une suspension 
de gouttelettes obtenues artificiellement a partir de mélanges 
d’hémoglobine et d’autres substances colloidales (acides nucléique, 
gomme arabique, lipides) nous avons retrouvé, a peu prés point 
par point, tous les détails photographiés et décrits par Comandon 
et de Fonbrune. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, Séanece du 8 mai 1947. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 73, n° 9, 1947, 55 
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PREPARATION ET PROPRIETES DU MICRO-COACERVAT. 


Nous donnerons ailleurs une ¢tude plus compléte des coacervats 
obtenus avec diverses protéines. Nous décrirons sommairement 
ici ceux formés ‘avec ’hémoglobine et qui ont servi a |’étude de 
Vhémolyse. ; 

En mélangeant une solution diluée (1 ou 2 p. 100) d’hémoglo- 
bine et une solution diluée (1 ou 2 p. 100) de nucléinate de sodium 
ou de gomme arabique et en ajoulant une quantité plus faible de 
myristylcholine, il apparait une nouvelle phase liquide au sein 
de la solution mixte sous forme de gouttelettes dont la taille 


moyenne varie suivant la concentration initiale. Un grand nombre - 


de ces gouttes ont une taille de l’ordre d’une dizaine de p, mais a 


coté de celles-ci il en existe de plus grosses ou de beaucoup — 


plus fines dont les dimensions descendent jusqu’au-dessous de 
l’extréme visible au microscope (fig. 1 et 2). Dans ces gouttelettes 
V’hémoglobine et les autres constituants se trouvent concentr¢s 
beaucoup plus que dans la solution iniliale atteignant par 
exemple 30 ou 40 p. 100. Par contre, le milieu dans lequel elles 
sont en suspension est trés dilué et dans certaines conditions 
peul ne renfermer qu’une quantité inférieure a 1 p. 1.000 d’hémo- 
globine. A la température ordinaire le coacervat demeure en équi- 
libre dans un domaine de pH 5 a pH 12, lorsqu’il s’agit d’un 
mélange d’hémoglobine, d’acide nucléique, de myristylcholine 
et de pH 2,5 4 pH 8 dans le cas de mélanges contenant l’hémoglo- 
bine, la gomme arabique et la myristylcholine. Pour des valeurs 
du pH plus petites que la limite inférieure de la zone d’existence 
il se produit une précipitation alors qu’au-dessus de la limite 
supérieure il y a dissolution compléte. Ainsi, entre certaines 
limites du pH, comme dans Je cas des érythrocytes, ’hémoglo- 
bine, bien qu’en solution, ne diffuse pas de l’intérieur des parti- 
cules vers l’extérieur. Il y a un Gquilibre sans qu’il existe une 
membrane semi-perméable. Remarquons que la concentration en 
hémoglobine dans les gouttelettes est aussi élevée que dans les 
érythrocytes. Rappelons, en effet, que la concentration en extrait 
sec dans les globules rouges est de l’ordre de 35 p. 100 dont une 
forte proportion est représentée par l’hémoglobine. Il est incon- 
testable que la composition du globule sanguin est autrement 
complexe que celle du micro-coacervat et que le globule rouge 
posséde surtout une organisation. Mais remarquons cependant 
que les substances associées pour obtenir le micro-coacervat ne 
sont pas choisies au hasard : en ce qui concerne l’hémoglobine 
elle représente la plus grande partie du contenu du globule rouge, 
quant au nucléinate de Na, 4 la gomme arabique ou a la myristyl- 


choline, il s'agit de substance du type de celles qui constituent 
les milieux vivants. 


— es 


en 


MECANISME DE- L’HEMOLYSE 843 


-Examinées sous le microscope les gouttelettes apparaissent 
homogénes avec une coloration due 4 l’hémoglobine qui est compa- 
rable a celle d’un globule rouge. Les gouttelettes sont sphériques, 
et, bien que trés concentrées, elles sont fluides. A propos d’autres 
mélanges, Bungenberg de Jong [2] signale comme preuve de 
l’état liquide du coacervat, le déplacement d’une eugléne a lV inté- 


Fie. 2. 


térieur d’une gouttelette. En Jlabsence de toule membrane, 
la simple discontinuité a la surface de séparation entre les deux 
phases -empéche Veugléne de sortir, malgré |’animation de ses 
mouvements. Comment ne pas rapprocher cette observation de 
celle faite par Comandon et de Fonbrune sur une hémogréga- 
rine enfermée dans un érythrocyte ! : 

Mais il existe une différence fondamentale entre le comporte- 
ment des érythrocytes et celui des gouttes du micro-coacervat et 
e’est de cette différence que découlent les conclusions les plus 
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intéressantes sur le mécanisme de l’hémolyse. Les goutteletles du 
micro-coacervat fusionnent lorsqu’elles se rencontrent pour donner 
une nouvelle goutte sphérique. Le globule sanguin, par contre, 
présente une individualité incontestable : deux globules peuvent 
s’accoler, mais leurs masses ne fusionnent pas. 

Il est généralement admis que le globule sanguin est limité par 
une membrane. Disons plutdét que la composition de sa surface est 
tres vraisemblablement différente de celle de l’intérieur, car le 
mot de membrane tend a faire penser a une poche plus ou moins 
rigide pouvant se déchirer et donner des lambeaux. Des valeurs — 
tres différentes variant de 3 my a 50 mp ont été attribuées a 
l’épaisseur de cette couche superficielle. Cela provient trés pro-_ 
bablement du fait qu’il s’agit, dans certains cas, réellement de 
la couche superficielle et, dans d’autres cas, de |’épaisseur du 
stroma obtenu aprés la lyse. Nous allons voir plus loin qu'elle 
est l’origine de la formation de ce stroma. Nous voulons insister 
ici sur la tendance générale A penser que l’action de lhémolysant 
porte sur la membrane du globule. Or, dans les expériences que 
nous décrivons, nous assistons 4a une série de modifications sem- 
blables & Vhémolyse et aboutissant a l’apparition d’un stroma, 
alors que les globules du coacervat sont manifestement dépourvus 
de membrane. L’étude effectuée sur ce systéme relativement 
simple, pour lequel les conditions d’équilibre sont mieux connues, 
peut done apporter des renseignements susceptibles d’éclairer le 
mécanisme de la lyse des érythrocytes. 


ACTION DES HEMOLYSANTS. 


On sait que suivant les conditions de ’hémolyse 1’érythrocyte 
peut, tantot palir en laissant diffuser Phémoglobine, son contour 
subsistant sous forme d’un fantéme, soit disparaitre compléte- 
ment, soit, au contraire, céder la place a un résidu plus ou moins 
granuleux, le stroma. 

Nous allons déecrire les transformations semblables subies par 
les gouttelettes du coacervat sous Vaction des hémolysants et, 
tout d’abord, d’un acide ou d’une base. 

L’observation est faite, soit aprés avoir ajouté au préalable 
agent hémolytique 4 la suspension de gouttelettes, soit en intro- 
duisant sous le microscope une goutte de la solution hémolytique 
dans la préparation montée entre lame et lamelle. 

Acidifiées par HCl, les gouttelettes se vacuolisent rapidement. 
I] apparait tout d’abord des points noirs dont chacun correspond 
a la naissance d’une petite vacuole. Ces vacuoles sont trés visibles 
grace a leur indice de réfraction faible par rapport a celui de la 
phase caocervée (fig. 3). Elles grandissent progressivement sou- 
vent en fusionnant entre elles et jusqu’a occuper parfois la presque 
totalité du volume de la gouttelette, ne laissant subsister qu’une 
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membrane les séparant du milieu extérieur. Ainsi la gouttelette 
peut se réduire & un sac qui reste souvent sphérique (fig. 4). Mais 
la membrane peut finalement se transformer aussi en un résidu 
plus ou moins granuleux. Au cours de cetie évolution, on assiste 
a des réarrangements continuels prouvant la fluidité des cloisons. 


Fic, 3. 


Fic. 4. 


Par contre, le résidu final a l’apparence rigide. Si, au contraire, 
on introduit entre la lame et la lamelle une petite quantité d'une 
solution alcaline, les gouttelettes se vacuolisent cn méme temps 
que les cloisons se diluent et deviennent de moins en moins réfrin- 
gentes. Ce qui subsiste de la gouttelette initiale est rapidement 
évanescent : on assiste A la dissolution du coacervat. I] suffit de 
citer textuellement ici ce qu’écrivent Comandon et de Fonbrune 
a propos du globule sanguin : « L’hémolyse par Ja soude et la 
bile montre que la dispersion du contenu globulaire est précédée 
par la dissolution de la pellicule superficielle ». 
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Dans certains cas assez rares, car ils correspondent a des condi- 
tions trés étroites de l’équilibre, les modalités de |’évolution sont 
des plus suggestives. Des poches se forment qui font saillie a 
l'extérieur, puis se vidant, se rétractent, laissant la goutte se 
réorganiser en une sphére. Ces réarrangements continuels donnent 
l’impression de mouvements internes se traduisant par des pulsa- 
lions qui rappellent le choc brusque signalé par Comandon et 
de Fonbrune [4] lors de ’hémolyse des érythrocytes. Ss 

L’hémoglobine s’accumule parfois dans une vacuole en saillie 
et, lorsque celle-ci se vide, l’effusion dans le milieu extérieur est 
rendue visible grace a la couleur de l’hémoglobine. Or, a |’endroit 
ou émerge le jet, lindice de réfraction s’égalise entre ]’intérieur 
et extérieur de la goutte, ce qui fait évidemment disparaitre le - 
contour, d’ou lillusion d’une ouverture. On retrouve encore une 
fois la fidéle reproduction d’une des particularités décrites par ~ 
Comandon et de Fonbrune [8] dans l’hémolyse. 

Si la suspension n’est pas tamponnée, des vacuolisalions en 
apparence spontanées se produisent avec la plus grande facilité. 
C’est la l’effet du contact de la lame et de la lamelle de verre dont 
Valcalinité suffit a4 déplacer l’équilibre. Nous renvoyons le lec- 
leur 4 la série d’études faites par Ponder [5] sur la modification 
des érythrocytes au contact de la lame et de la lamelle des prépa- 
rations microscopiques. 

Enfin, nous avons fait agir sur des coacervats ternaires, conte- 
nant la myristylcholine, différentes substances réputées par leur 
pouvoir hémolytique : éther, saponine, acide taurocholique. On 
observe les mémes vacuolisations que celles que nous venons de 
décrire. Cependant les stromas obtenus sont généralement plus 
stables que les gouttes vacuolisées obtenues par variations du pH. 

Signalons que P. Dustin [6] a provoqué une vacuolisation réver- 
sible du cytoplasme des globules rouges en injectant dans le 
systéme sanguin de la grenouille des substances basiques. 


Discussion. 


La vacuolisation des micro-coacervats est un phénoméne qui a 
été minutieusement décrit par Bungenberg de Jong et ses collabo- 
rateurs [7] dans des systemes sans hémoglobine et en ne faisant 
intervenir que des variations de la température du pH et de la 
concentration saline. Des phénoménes analogues ont été aussi 
observés par Lepeschkin [8] dans des mélanges complexes d’hémo- 
globine, d’albumose, de gélatine, de lécithine et de cholestérol. 
La coacervation était obtenue en faisant intervenir l’acide sulfo- 
salicylique et le sulfate d’ammonium: Mais l’action des hémoly- 


sants n’avait pas encore été étudiée du point de vue qui nous inté- 
resse ici. 
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Sommes-nous en mesure d’expliquer les variations d’aspect et 
de structure que lon observe dans les phénoménes de la vacuo- 
lisation et de la lyse? 

L’apparition des vacuoles lors de la lyse par un acide corres- 
pond a la séparation, au sein de la phase primitivement homogéne 
du globule, d’une nouvelle phase trés diluée de composition pro- 
bablement voisine de celle du milieu extérieur. Cette nouvelle 
démixtion fait apparailre simultanément une autre phase plus 
concentrée qui constitue les cloisons et le stroma final. 

De méme dans la lyse par une base, la différence de composi- 
lion entre la gouttelette de coaccrvat ct le liquide d’équilibre va 
graduellement en s’atténuant & mesure que le pH a J’intérieur 
de la goutle prend des valeurs élevées. Aux fluctuations locales 
du pH correspondent les fluctuations morphologiques. 

Cette explication de l’aspect microscopique se justifie d’autant 
plus que les modifications que nous venons de décrire dans la 
goulte, sont étroitement liées aux modifications de l’équilibre des 
phases observées macroscopiquement. En effet, si on laisse les 
gouttes dispersées du coacervat se rassembler et fusionner en 
une seule masse, le systéme se sépare en deux couches dont l’une, 
fortement colorée, correspond a ]a phase qui constitue les goutte- 
lettes et autre, plus ou moins colorée, au liquide d’équilibre. 
On peut commodément délerminer sur ce systeme l’importance 
relative de chacune des phases, leur concentration et leur compo- 
silion en faisant varicr la valeur du pH ou la composition globale. 

Or, on constate qu’une acidification progressive accroit la 


concentration de la phase coacervée et aboutit a un vérilable pré- 


cipité amorphe, alors qu’une alcalinisation progressive dilue le 
coacervat en faveur du liquide d’équilibre. Celui-ci se colore de 
plus en plus jusqu’au moment ow le systéme ne représente plus 
qu’une seule phase. 

Nous n’avons obtenu de vacuolisation par |’éther, la saponine 
ct le taurocholate qu’avec les coacervats renfermant la myristyl- 
choline. Il est done évident que action de ces trois agents est 
en relation avec la présence d’un constituant lipidique : lun est 
un solvant des lipides et les deux autres donnent, dans des 
conditions que nous avons décrites ailleurs [9], des associations. 
Leur présence modifie donc les conditions d’équilibre et fait appa- 
raitre un nouveau systeme de phases. dont l'une constitue le 
contenu vacuolaire. Remarquons que ces interactions intéressent 
toute la masse dela goutte de coacervat et non exclusivement la 
région superficielle. 

CoNCLUSIONS. 


1° La possibilité pour la goulte de coacervat de rester en équi- 


- libre au contact du milieu ambiant sans y diffuser, alors qu'il 
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contient des proportions d’hémoglobine souvent plus grandes que 


ne contient le globule rouge, montre qu’il n’est nullement néces- — 


saire de faire appel a une semi-perméabilité de la membrane 
superficielle des globules rouges pour expliquer la non diffusion 
de ’hémoglobine dans le sérum ambiant. 

2° L’apparition d’un résidu aprés Ja vacuolisation des goultes 
du coacervat, dont on sait pertinemment qu’elles sont entiérement 
fluides et ne contiennent aucun réseau spongieux, est une forte 
présomplion en faveur de l’idée que le stroma qui apparait apres 
la lyse des globules rouges provient d’une nouvelle répartition 
des constituants les moins solubles (primitivement dissous dans 
la masse) en une nouvelle phase qui se sépare. Ceci sans préju- 


dice de l’existence de la membrane trés fine a la surface du glo- ~ 


bule normal et qu’il ne faut pas confondre avec le stroma. 


3° Le résidu obtenu aprés vacuolisation des gouttelettes du — 


micro-coacervat présente, dans la plupart des cas, le méme volume 
et la méme forme que la goulte initiale. Autrement dit, la préci- 
pitation de la nouvelle phase se fait sur la périphérie de la goutte 
en épousant exactement la forme de celle-ci. Dans le cas du glo- 
bule rouge, la précipitation donnant lieu au stroma se ferait dans 
les mémes conditions, c’est-a-dire suivant le contour du globule 
initial, renforgant ainsi Ja pellicule invisible initiale. On compren- 
drait dés lors, qu’en changeant les conditions de tonicité de fagon 
d faire rentrer de nouveau du liquide extérieur a ]’intérieur des 
globules lysés, ceux-ci puissent reproduire la forme initiale du 
globule. C’est ce que l’on a appelé la « réversibilité dans la lyse ». 

4° Les substances hémolytiques sont, soit des solvants des 
lipides, soit des corps susceptibles de donner des complexes avec 
les phospholipides ou le cholestérol. Or, la membrane des éry- 
throcytes, selon toute vraisemblance, est constituée en grande 
partie de lipides et de stérides. D’ou lidée généralement admise 
que l’action de ces hémolysants porte sur la membrane. Mais les 
expériences que nous avons décrites sur les gouttes contenant 
la myristylcholine tendent 4 faire admettre par analogie que 
Vaction de l’hémolysant peut s’exercer dans la masse du globule 
y produisant la perturbation dans la répartition des constituants 
et entrainant Ja précipitation du stroma vers la périphérie. 

Du fait que le point iso-électrique du stroma semble étre le 
méme que celui des globules rouges (inférieur 4 pH 3,6) on a 
déduit qu’il représente bien la partie superficielle du globule. Ce 
que nous venons de dire a propos de la précipitation, au moment 
de la lyse, du stroma a l’intérieur et en s’appliquant contre la 
membrane pré-existante, expliquerait que Ja nature de Ja surface 
extérieure ne se trouve pas modifiée et que de ce fait le compor- 
lement électrophorétique reste inchangé [40] 


{4] 
[2] 


31 
[4] 
[5] 


[6] 
[7] 


[8] 
[9] 


[40] 
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ETUDE MORPHOLOGIQUE ET CYTOLOGIQUE 
DE PLUSIEURS SOUCHES 
DE PENICILLIUM NOTATUM WESTLING, 


par Me Bertus DELAPORTE et Arnanase SACCAS (°). 


Tous ceux qui ont travaillé sur des souches de Penicillium no- 
fatum savent combien est instable aspect des cultures. Nous avons 
recherché quels étaient les caractéres macroscopiques, microsco- 
piques et cytologiques accompagnant ces diverses formes et pour 
cela nous avons. étudié des souches d’aspects différents ayant 
chacune pour origine une conidie ou phialospore (1), isolée au 
micromanipulateur. Nous avons étudié ainsi comparativement plu- 
sieurs souches provenant d’autant de phialospores (par exemple 
8 souches 1978) prélevées dans une cullure pléomorphique 
dgée (2). Nos observations nous ont montré des différences de 
structure marquées entre ces souches-ci ainsi qu’entre des 
souches d’origines différentes. Nous décrirons d’abord les carac- 
teres macroscopiqpes des cultures et des colonies, puis la forme 
microscopique des cultures, enfin les caractéres cytologiques, et 
nous chercherons sil y a une relation entre ces caractéres et la 
productivité en pénicilline. 

Observons, par exemple, les cullures sur gélose de Sabouraud, 
a une température de 25°, d’une souche isolée de la souche 4222 
de Flemming, produisant de la pénicilline (4222 B). Un ensemen- 
cement de quelques phialospores en un point sur un tube de géluse 
inclinée donne naissance a une colonie banale de Penicillium 
colonie ronde formée d’un feutrage de mycélium blanc rayonné 
s'élendant peu a peu. Dés le deuxieme jour apparait au centre 
une tache vert grisatre — cette couleur est vert bleuté ou olivatre 
dans d’autres souches. Cette tache grandit en méme temps que 
la colonie s’étend, sans recouvrir entiérement le bord blane qui 


(“) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1947. 

(1) Nous ferons remarquer que, selon la dénomination proposée par 
Vuillemin (voir M. Lancgron, Précis de Mycologie, Paris, Masson 1945), 
le terme précis désignant ces conidies est « phialospores » car elles sont 
produites par des phialides. 

(2) Nous remercions trés vivement M. H. Pevau qui nous a donné 
toutes les souches ayant servi A faire cette étude. 
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ceinture celle-ci. Ce n’est que vers le huitiéme jour que le duvet 
vert, qui se plisse alors dans la région centrale, recouvre comple- 
tement le feutrage blanc de la colonie, 

Aprés quelques repiquages, cette souche a commencé a varier : 
un feutrage cotonneux blanc, apparaissant dés le sixiéme jour, 
recouvrait la partie centrale verte et gagnait peu a peu la région 
marginale de la colonie. C’est sur ce feutrage blanc qu’apparais- 
saient, dés le huiti¢mesjour, les gouttelettes de liquide-exsudé qu’on 
observe d’ordinaire sur le duvet vert. Les gouttelettes, d’abord 
petites et nombreuses, augmentent rapidement en nombre et sur- 
tout en grosseur. On voit souvent des gouttes d’un liquide jaune, 
brillant, dépassant 2 et méme 3 mm. de diamétre. Nous devons 
faire remarquer que si, sur la plupart des souches de P. notalum, 
ces gouttes sont jaunes, elles sont incolores ou a peine.jaunatres 
dans quelques autres et ne sont pas visibles dans d’autres. Les 
gouttelettes formées sur le mycélium disparaissent progressive- 
ment, probablement, au moins pour la plupart, par évaporation ; 


~eertaines tombent au fond du tube de culture lorsqu’il est placé 


verticalement. Vers le vingtiéme ou le vingt-troisiéme jour on ne 
voit plus de gouttelettes liquides et lon remarque, aux endroits 
oul existait une grosse goutte, un creux, formé par l’empreinte de 
celle-ci et persistant dans le feutrage mycélien. On observe assez 
souvent une teinte d’un rose orangé dans ces cupules. Cette teinte 
rose peut étre visible sur tout l’ensemble du feutrage blanc et 
spécialement dans le fond du tube. Elle est quelquefois si intense 
quelle devient d’un rouge brique vif, mais elle n’est, la plupart 
du temps, que d’un rose chair pale; on l’observe sur de nom- 
breuses souches de P. notatum, elle diffuse parfois dans toute 
lépaisseur de la gélose. On remarque souvent aussi une teinte 
jaune du mycélium d’abord blanc. Nous verrons plus loin les 
causes de ces colorations. 

Les diverses souches de P. notatum, tout en ne se comportant 
pas de facon identique, ressemblent par divers points a celle-ci. 
Elles ne se recouvrent généralement pas de ce mycélium secon- 
daire blanc — peut-étre dd 4 la germination immédiate de certaines 
phialospores — mais on trouve fréquemment un peu de mycélium 
blane sous les gouttelettes. Si nous nous sommes étendus sur cette 
souche c’est parce que la formation du pigment rouge y était par- 
ticuliégrement bien visible. Le revers de la colonie est souvent jaune 
ou rouge. Les cultures vieilles prennent une teinte grise, plus ou 
moins rosée. 

Sur boite de Petri, contenant de la gélose de Sabouraud, ense- 
mencée avec une dilution de phialospores étalée sur la gélose de 
telle sorte que l’on n’ait que 1 4 38 spores par boite, afin que 
chaque spore donne une colonie bien isolée des autres, il se dé- 
veloppe, 4 25°, des colonies semblables 4 celles obtenues sur tube 


| 
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4 partir d’un petit nombre de phialospores, mais la culture évolue 
un peu plus lentement au début. 

Si l'on observe les colonies avec une loupe binoculaire, on 
constate que les parties vertes sont celles ou se trouvent les chai- 
nettes de phialospores. La membrane des phialospores est ver- 
datre. Les touffes de feutrage blanc recouvrant les parties vertes 
sont formées de filaments mycéliens dressés entre lesquels se 
trouvent d’innombrables et trés petites gouttelettes aqueuses in- 
colores, invisibles a l’ceil nu, parmi lesquelles se trouvent quelques 
gouttelettes, probablement dues a la fusion de ces derniéres, un 
peu plus grosses et de teinte légérement jaunatre. D’autres gouttes 
plus grosses, quelquefois trés grosses, sont d’un jaune citron 
franc. Il est a noter que, sur des souches telles que celles-ci, 
seules les régions blanches sécrétent des gouttelettes, aucune 
sécrétion n’est observable dans les régions vertes. Par contre, chez 
des souches possédant un duvet vert uniforme, Ja formation de 
gouttelettes a lieu entre les pinceaux des conidiophores. 

Les observations au microscope montrent des tubes mycéliens a 
bords paralléles d’environ 4 y», de large, parfois 5a 6 y (pl. I, fig. 5 
a 10), a extrémité distale légérement courbée en hélice (pl. II, 
fig. 44, 45, 51), a cytoplasme hyalin contenant des globules réfrin- 
gents et des vacuoles. Dans certaines souches le mycélium a, par 
endroits, un aspect variqueux ou bien il porte, dans les parties 
marginales de la culture, de trés gros renflements situés assez prés 
les uns des autres ou contigus (fig. 2). Dans les parties vertes se 
trouvent les conidiophores ou phialophores (fig. 1) portant des 
chapelets de phialospores (ph. sp.) formées par des phialides 
(ph.) se trouvant au sommet d’un verticille de metulae (m). Les 
phialospores sont globuleuses, sphériques ou légérement ovoides. 

Nous avons étudié les dimensions des phialospores de 6 sou- 
ches : nous avons mesuré au microscope, pour chacune, la lon- 
gueur et Ja largeur de plus de 100 conidies prises au hasard et 
nous avons tracé les courbes. Les polygones des distributions 
des longueurs et des largeurs ont des formes de courbes en 
cloche & peu prés symétriques. Les longueurs sont comprises 
entre 2,5 (2,0 souche 4222 b) et 5,0 (souches 832-6 et 4222 b) 
ou 6,0 w (souche 4222 B), avec maximum de fréquence situé A 
3,75 p. Les largeurs sont comprises entre 2,0-2,3 » et 4,75 », (sauf 
3,75 p souche 4222 b) avec maximum de fréquence a 3,5 y. Trois 
souches 1978 (1978-2, 1978-14, 1978-19) semblent avoir des phia- 
lospores un peu plus petites, mais trés homogénes : les lon- 
gueurs variant entre 2,25 et 4,25 p et les largeurs entre 2,0 et 
4,0 y. Il ne parait pas y avoir de relation entre la productivité 
en pénicilline et la grandeur des phialospores. 

Voici la liste des souches que nous avons étudiées, avec leur 
production en pénicilline, mise entre parenthéses, mesurée en 


ae os 
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unité arbitraire inférieure aA Vunité internationale : 4222 B 
(12 U.) ; 4222 b (0 U.)5 882-6 (85 U.) ; 1978-2. (20.-U.).; 1978-14 
(10 U.) ; 1978-19 (16 U.) ; 1978-24 (9 U. souche entiérement 
blanche) ; 1978-B 4 (60 U.) ; 1978-B 14 (60 U.); 1978-B. S. 
(O U. souche verte) ; 1978-B. AF (80 U.) ; C 2 (0 U. souche verte) ; 
C 3 (30 U.) ; Barotte (20 U.) (8). 

La germination des phialospores s’obtient facilement en une 
dizaine d’heures & 25° sur milieu de Sabouraud dilué. Environ 
85 p. 100 des phialospores germent aprés avoir subi un gonfle- 
ment notable d’environ 1/3 dans chaque sens (fig. 11 4 18). Il se 
forme une protubérance, le plus souvent a la partie apicale de 
la phialospore, qui se développe en un tube mycélien. Quelquefois 
2 tubes mycéliens poussent simultanément (fig. 15, 18 et 70). Trés 
vite se forment les cloisons (fig. 68 et 69). Vers trente-six’ heures 
apparait la premiére ramification (fig. 68 et 70), vers quarante-huit 
heures la seconde ; le filament principal peut, a cet Age, dépasser 
400 y. Puis Pon observe les premiéres anastomoses entre fila- 
ments voisins : figure 56 ot l’on voit une anastomose au quatriéme 
article & partir de la phialospore. La figure 57 montre une rami- 
fication d’article. Enfin, au bout de trois jours et demi, se mon- 
trent les premiers conidiophores (fig. 1), alors que la phialospore 
ensemencée a produit un petit arbuscule de filaments mycéliens 
nombreux et ramifiés atteignant presque le millimétre de dia- 
metre. Sur gélose, ile développement est semblable. Toutes les 
souches se comportent de méme ; cependant chez certaines les 
conidiophores apparaissent dés la soixante-cinquiéme heure de 
culture, les souches 832-6 et 4222 b ont un développement un peu 
plus rapide ; la souche 1978-24 ne produit aucun conidiophore. 

Si maintenant nous faisons des colorations vitales au moyen 
de rouge neutre, de bleu de crésyle ou de bleu de méthyleéne, 
nous constatons, dans chaque phialospore, la présence d’une, 
parfois 2, rarement 3 vacuoles (v) qui se colorent (fig. 11, 12, 15). 
Cette vacuole produit quelquefois un petit bourgeon qui, s’enga- 
geant dans le tube germinatif (fig. 18, 14) deviendra la premiére 
vacuole du‘tube mycélien. Plus souvent les vacuoles apparaissent 
de novo dans le mycélium (fig. 17 et 18). 

Les vacuoles contiennent généralement 1, quelquefois 2 préci- 
pités vacuolaires (p) ou davantage, intensément colorés par le 
colorant vital (fig. 1, 2, 11, 18), ou bien elles se colorent unifor- 
mément (pl. I). On trouve ces vacuoles en grande quantité dans 
tous les articles du mycélium, cependant les articles de la pointe 
des filaments ont un protoplasme beaucoup plus dense avec va- 
cuoles moins nombreuses et toujours plus petites (fig. 2) : c’est 


(3) L’obtention de ces souches a été décrite par H. Vexu et collabo- 
rateurs, Ann. Inst, Past., 1947, 78, 42-48. 
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la région de croissance du mycélium, le protoplasme est jeune el 
le métabolisme actif. Au contraire, dans les régions agées, les 
vacuoles deviennent de plus en plus grosses ; dans les parties 
irés agées, elles sont toujours trés grandes, sphériques ou ovoides, 
occupant presque toute la largeur de l'article, allongeées dans le 
sens de l’axe du filament. Outre les formes rondes et ovoides 
(fig. 1) qui sont de beaucoup les plus fréquentes — la presque 
totalité — et dont nous ne parlerons pas car elles sont bien 
connues, les vacuoles présentent souvent des aspects particuliers 
dans certains filaments du mycélium. En passant en revue les 
diverses souches étudiées nous ne décrirons que les vacuoles de 
forme singuliére. De plus, on voit fréquemment, au cours de la 
coloration vitale, les vacuoles se gonfler et confluer en une vacuole 
plus grosse qui devient sphérique. 

Souche 4222 B: dans les parties périphériques des colonies se 
trouvent des filaments a gros renflements sphériques (fig. 2) dont 
la partie centrale est occupée par une seule trés grosse vacuole. 
Cetle figure montre l’accolement de précipités vacuolaires (p) 
contre la paroi de la vacuole : c’est un phénoméne bieh connu. 
Trés exceptionnellement on observe quelques vacuoles fusiformes 
comme celles que nous décrirons dans la souche suivante. 

Souche 4222 b : dans certains filaments les vacuoles, rondes, 
sont groupées en pelits amas (fig. 7) ; une fois colorées, les petites 
vacuoles d’un amas ne tardent pas a fusionner et elles forment 
alors une seule vacuole sphérique. Dans d’autres filaments les 
vacuoles sont trés petites, filamenteuses (fig. 19), trés mobiles ; 
leur forme change rapidement, elles fusionnent — peuvent former 
un réseau (fig. 10) — et finissent par devenir sphériques (fig. 20, 
aspect du filament de la fig. 19 dessiné cing minutes aprés; 
fig. 21, vingt minules aprés ; trente-cing minutes aprés la fig. 21 
les vacuoles sont devenues beaucoup plus homogénes, et cing mi- 
nutes aprés les cellules sont mortes, les vacuoles se sont déco- 
lorées). La figure 3 montre 3 aspects de la méme vacuole des- 
sinés 4 trente secondes d’intervalle. La figure 4 montre 12 as- 
pects des vacuoles d’un méme filament dessinés a des moments 
divers en l’espace de cinq heures trente minutes. Dans d’autres 
filaments on observe des vacuoles fusiformes, souvent terminées 
par une petite vacuole sphérique, trés mobiles elles aussi (fig. 8 
et 9), des vacuoles rondes reliées par un trés fin tractus vacuolaire 
(fig. 8) ou bien des vacuoles sphériques contenant un précipité 
vacuolaire fusiforme (fig. 6) coloré en rouge vif par le rouge 
neutre, vivement agité de mouvements browniens ; ce précipité 
est vu de bout dans la deuxiéme vacuole en haut. Cette souche, 
qui ne produit pas de pénicilline, est caractérisée par ces vacuoles 
de ernie es See fuseau) jamais décrite jusqu’aé présent 

ampignons, ni ailleurs — et par d’autres (fila- 
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menteuses) toutes trés fluides car elles changent trés rapidement 
de forme, et en outre par ces précipités vacuolaires fusiformes, 
jamais observés non plus jusqu’ici; nous n’avons pas observé 
_ces précipités en fuseau dans d’autres souches. 

Les autres souches se rapprochent de l’un ou de |’autre de ces 
deux types. On observe, par exemple : 

Souche 832-6 : comme 4222 B. 

Souche 1978-2: vacuoles trés petites et trés nombreuses, for- 
mant comme une « poussiére » de vacuoles (fig. 5) ; fréquemment 
vacuoles fusiformes, souvent terminées par un filament a |’extré- 
mité duquel se trouve une sphére minuscule, comme dans la fi- 
gure 8 ; petites vacuoles en forme de virgule, de poire, etc. ; par 
conséquent celte souche se rapproche de 4222 b. 

Souche 1978-14 : constituée par deux sortes de filaments mycé- 
hens : cylindriques et variqueux; dans quelques filaments va- 
cuoles groupées en petits amas, ou vacuoles  filiformes 
s’anastomosant en réseau. 

Souche 1978-19 : quelques rares vacuoles légérement fusi- 
formes. 

Souche 1978-24 : vacuoles filamenteuses trés fréquentes, s’anas- 
tomosant en réseau; les vacuoles rondes, disposées en petits 
groupes ou uniformément réparties, peuvent pousser des prolon- 
gements et s anastomoser en réseau irrégulier. La variabilité de 
forme de ces vacuoles rappelle celle de la souche 4.222 b; ces 
deux souches ne produisent pas de pénicilline. 

Souche 1978-B 4 : comme 4222 B. 

Souche 1978-B 14 : vacuoles fusiformes ressemblant a4 celles 
de 4222 b. 

Souche 1978-B S : filaments renflés ; petites vacuoles s’anas- 
tomosant en réseau. 

Souche 1978-B AF : de rares vacuoles fusiformes. 

Barotte : posséde de gros renflements comme 4222 B, des 
vacuoles filamenteuses comme 4222 b, une « poussiére » de 
vacuoles comme 1978-2 (fig. 5). 

De toutes ces observations 11 est difficile de tirer une conclusion 
quant a la relation entre la forme des vacuoles et la production 
de pénicilline. Il semble cependant que l’on trouve seulement dans 
les souches non ou peu productrices des vacuoles changeant trés 
rapidement de forme, sans doute 4 cause de leur grande fluidité, 
ce changement étant peut-étre provoqué parce que le protoplasme 
est, a leur voisinage, le siége de phénoménes physiques ou chi- 
migques trés intenses, lors de la coloration vitale. Ces change- 
ments de forme, ou « instabilité vacuolaire », sont bien connus 
chez les Végétaux. On les y a observés méme sans qu’il y ait eu 
une coloration vitale. 

Tous les articles des phialophores et du pinceau contiennent 
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des vacuoles, généralement rondes, quelquefois ovoides (fig. 1). 

Parmi les précipités vacuolaires que nous avons signalés plus 
haut, il n’en est qu’un petit nombre qui soicnt constitués par de 
la métachromatine : la plupart se décolorent lorsqu’on effectue 
la réaction de Meyer (fig. 42, coloration par le bleu de méthyléne ; 
fig. 43, le méme filament aprés la réaction de Meyer : seuls les 
corpuscules métachromatiques restent colorés). D’aprés les exa- 
mens comparatifs il n’est pas possible de tirer une conclusion sur 
la relation entre l’abondance des corpuscules métachromatiques et 
la richesse en pénicilline, cependant les souches qui ne produisent 
pas de pénicilline ont un peu moins de corpuscules métachroma- 
tiques que les autres. . 

On trouve des globules lipidiques en abondance partout, dans 
tous les articles du champignon : généralement sphériques, ils ont 
parfois des formes bizarres (fig. 31 et 32). Lorsqu’on les colore 
par le noir Soudan on en voit 2 & 6 dans chaque phialospore 
(fig. 83, 34), davantage dans les jeunes filaments (fig. 35, 36), un 
tres grand nombre dans chaque article du mycélium (fig. 22 a 24) ; 
dans les cellules constituant le pinceau ils sont un peu moins 
nombreux. On les observe aussi sur des préparations fixées au 
Regaud et colorées au noir Soudan (fig. 23 4 30) tout particuliére- 
ment accolés contre la membrane transversale, en globules plus 
eros 4 la périphérie de la cloison. Les figures 25 a 27 sont faites 
avec une mise au point médiane, les figures 28 a 30 avec mise au 
point supérieure. On observe quelquefois des globules lipidiques 
a Vintérieur des vacuoles. Dans les extrémités apicales, donc trés 
jeunes, des filaments mycéliens, sur une longueur d’une quin- 
zaine de yp, environ, les lipides sont souvent a l'état diffus : le 
cytoplasme prend une teinte uniformément gris pale lors de la 
coloration par le noir Soudan. La quantité de lipides dépend, 
naturellement, de l’age de la région examinée et de la richesse 
nutritive du milieu de culture. I] est difficile de reconnaitre une 
différence sensible dans les quantités de lipides entre les diverses 
souches étudiées. 

Les colorations faites 4 l’aide du liquide iodo-ioduré ont montré 
la présence de glycogéne a l’état diffus dans certaines régions du 
cytoplasme (fig. 46, 47). On n’en trouve ordinairement pas dans 
les phialospores a |’état latent, ni dans les jeunes tubes germina- 
tifs. Nous n’en avons trouvé la que trés exceptionnellement 
(fig, 48). Il apparait surtout dans les régions un peu agées, par 
exemple lorsque le filament mycélien a plus de 100 a 150 y de 
long. On en observe souvent un peu dans la région médiane de 
l’article mais il est localisé tout particuliérement contre les mem- 
branes transversales du mycélium ‘et il est généralement plus 
abondant dans la partie basale de Varticle, c’est-a-dire contre Ja 
face apicale de la cloison (fig. 46 et 47) que contre la face basale 
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de cette derniére. Cette localisation particuliere doit étre en rap- 
port avec la circulation protoplasmique dans le mycélium ; elle est 
comparable a la polarisation de lamidon rouge dans les tubes 
eriblés. On ne trouve généralement pas de glycogéne dans les 
extrémités jeunes des filaments, ni dans les conidiophores, les 
articles du pinceau et les phialospores, ni méme dans tous les 
filaments mycéliens d’une culture. Des observations faites l’on 
peut conclure que le glycogéne est peu abondant dans les souches 
de P. notatum examinées et qu’il semble encore plus rare dans 
les souches produisant peu ou pas de pénicilline que dans les 
autres, 

Aprés traitement par divers fixateurs de fragments de culture 
et coupes 4 la paraffine, nous avons coloré les noyaux par |’héma- 
toxyline ferrique et par la réaction nucléale de Feulgen. Les 
noyaux du P. notatum, de forme sphérique ou légérement ovoide, 
sont toujours de petite taille, d’environ 1,5 a 2 », de diamétre, ils 
peuvent atteindre 3,4 p en longueur lorsqu’ils sont allongés. Leur 
structure est la méme que celle des noyaux des autres champl- 
enons : la chromatine est disposée a la périphérie du noyau en 
amas irréguliers réunis par des trabécules plus ou moins nets 
(fig. 49 a 55, 71, coloration par l’hématoxyline ferrique), elle 
donne une réaction de Feulgen positive (fig. 72 4 76). Un nucléole 
(nu) existe au centre; il se colore par Vhématoxyline ferrique 
mais non par la réaction nucléale. Dans les filaments représentés 
figures 50 et 51 on remarque surtout le nucléole. Les articles des 
régions jeunes et assez jeunes sont multinucléés (fig. 50 et 51), 
fait déja signalé par certains auteurs : Gladys E. Baker (4), 
G. Pontecorvo et A.-R. Gemmel (5). Nous n’avons pas observé 
de différence d’aspect des noyaux d’une souche productrice de 
pénicilline (4222 B, fig. 49 4 51, 55, 71 4 76) et de ceux d’une non 
productrice (4222 b, fig. 52 a 54). 

Nous avons signalé, au début de cette Gude, que l’on observait 
assez souvent, sur la culture, des régions rose chair, rose orange 
a rouge brique, ou des régions jaunes. Si ]’on examine une région 
rose au microscope on voit, 4 linlérieur des articles et aussi en 
dehors des filaments mycéliens, des globules ou des corps de 
forme irréguliére ou parallélépipédique, rouge orangé, quelque- 
fois mobiles dans les vacuoles (fig. 37 4 43). Ces corpuscules 
donnent les réactions caractéristiques des caroténoides. Nous avons 
observé cette production sur la plupart des souches. 

Si maintenant nous faisons un prélévement dans une région 
jaune, spécialement au niveau des gouttelettes, nous voyons que 
cette teinte semble diffuse dans le mycélium ou bien est due A 


(4). Gladys E. Baxer, Bull. Torrey Bol. Club, 1944, 74, 367-373. 
(5) G. Pontecorvo et A. R. Gemmen, Nature, 1944, 454, 514-515. 
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la présence de 2 éléments : des portions de filaments mycéliens, 
mortes, ont leur contenu protoplasmique enti¢rement coloré en 
jaune clair — c’est une coloration léthale — tandis que le reste 
du filament est formé d’articles vivants et incolores ; daulve part 
certains filaments présentent sur une faible longueur une parol 
épaisse, réfringente, et on observe souvent, a ce niveau, une sorte 
de manchon irrégulier, fissuré, d’une couleur jaune plus ou moins 
intense, parfois a peine teinté, entourant une région bien délimitée 
du filament. Ce sont de tels manchons qui sont représentés dans 
les figures 58 a 63. Ils sont le plus souvent situés dans une partie 
médiane du filament (fig. 58, 60 4 63) mais ils peuvent aussi 
coiffer l’extrémité (manchon terminal, fig. 59). Les figures 58 
4 60 représentent l’aspect extérieur des manchons, la surface est 
erossiérement granuleuse. Ces figures proviennent d’une souche 
de P. chrysogenum (6), 4 manchons a peu prés incolores, mais les 
manchons du P. notatum sont analogues (fig. 63). Les figures 61 
et 62 montrent une mise au point médiane (P. notatum souche 
4222 B, manchons jaune d’or), l’épaisseur du manchon a ici en- 
viron la largeur du tube mycélien, on voit nettement des sortes 
de fissures. La membrane du mycélium est trés souvent épaissie 
au niveau des manchons. Nous n’avons observé la présence de ces 
manchons que dans des souches produisant de la _ pénicilline 
(4222 B, 1978-B. 4, 1978-B. 14, 1978-B. AF, et Barotte). 

Enfin |’on observe fréquemment d’autres épaississements de la 
membrane situés ala face interne de celle-ci. Cet épaississement 


est souvent si considérable qu’il arrive a obturer complétement le _ 


tube mycélien ; il se forme le plus souvent contre les cloisons 
transversales, laissant fréquemment un fin canalicule central per- 
mettant la circulation protoplasmique entre les articles (fig. 64 
a 67). La figure 66 représente une mise au point médiane au niveau 
d’une cloison transversale, lépaississement forme seulement un 
anneau périphérique, la région centrale de Ja cloison n’est pas 
épaissie. Lorsque l’obturation est totale l’article, isolé de ses: voi- 
sins, ne tarde pas 4 mourir. 'La figure 65 montre une anastomose 
de 2 articles voisins dont la membrane transversale ¢ommune 
empéche toute circulation. On observe aussi de tels épaississe- 
ments sur les parois latérales des articles, mais ceux-ci sont rare- 
ment aussi volumineux (fig. 64, 67). Les réactions microchimiques 
pratiquées ont permis de reconnaitre que ces épaississements sont 
constitués par de Ja callose. On n’observe pas ces épaississements 
dans toutes les souches : par exemple on n’en trouve pas dans 
832-6, 1978-B ni 4222 b. Dans la souche 1978-24 par contre 
souche qui reste toujours blanche et ne produit pas de conidio- 


(6) Cette souche nous a été donnée par M. Georges Sanchez que nous 
remercions vivement. . 


le 
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phore, le début de l’apparition de ces épaississements a lieu dés la 
lrente-sixiéme heure de culture, méme dans la région périphérique 
de la colonie, et au bout de deux a trois jours l’obturation est bien 
souvent complete. La formation si précoce de ces épaississements 
empéchant la circulation des courants protoplasmiques bloque 
peut-étre le développement normal du champignon et, par suite, 
la formation des phialospores. D’autres souches, telles que 1978-2, 
1978-14, 1978-19, 1978-B 14, 1978-B AT’, 1978-B S, Barotte, n’en 
présentent que dans les filaments agés. 

Sur des préparations de cultures fixées dans un fixateur conte- 
nant de acide osmique (par exemple du Flemming fort dilué de 
moitié) et colorées par Vhématoxyline ferrique, on remarque un 
plasmodesme 4 toutes les membranes transversales. I] apparait 
sous la forme d’un couple de calottes sidérophiles formant un 
synapse lipidique, dans Ja région centrale de chaque membrane. 
La figure 56 montre un mycélium développé a partir d’une phia- 
lospore (ph. sp.) ayant une anastomose de la 4° cellule avec un 
filament voisin. La figure 57 représente une jeune ramification 
dun filament, déja séparée du filament principal par une cloison. 
Dans les articles, on voit le protoplasme condensé en une masse 
centrale reliée par des tractus aux plasmodesmes : la communi- 
cation de deux cellules contigués par un synapse est ainsi nette- 
ment mise en évidence. La ressemblance avec un tube criblé 
d’Angiosperme est étonnante, les parois transversales du cham- 
pignon n’ayant, toutefois, qu’un seul orifice. I] semble n’ y avoir 
que 1 4 3 noyaux dans chaque article. 

Signalons enfin que certaines régions de la membrane, tout 
spécialement celles ott se trouvent les gros renflements dans la 
souche 4222-B par exemple, se colorent en bleu par le liquide 
iodo-ioduré : cette membrane contient done des substances 
amyloides. Lorsqu’on fait une coloration par Viode de telles 
régions, on observe que le glycogéne se colore en acajou, mais 
rapidement se décolore, tandis que les membranes se colorent en 
bleu : on voit de trés petites taches, plus ou moins serrées, quel- 
quefois trés serrées jusqu’a former une couche presque continue, 
bleues. Les membranes des filaments n’ayant pas de glycogéne 
se colorent avant les autres. Ces substances amyloides dans la 
membrane ont déja été signalées dans les Champignons, en par- 
ticulier dans la paroi de l’asque chez des Ascomycétes. 


* 
* * 


De cette étude dans laquelle nous avons suivi macroscopique- 
ment et microscopiquement le développement de diverses souches 
ayant pour origine une phialospore, l’on peut tirer les conclusions 
suivantes : le Penicillium notatum est constitué cytologiquement 
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comme les Champignons voisins. I] posséde des articles en général 

‘plurinucléés, la chromatine étant située en amas périphériques 
et un nucléole au centre du noyau, et du cytoplasme rentermant : 
des vacuoles de formes variées — dont certaines n’ont jamais 
été vues jusqu’a présent — souvent trés mobiles (souches. non ou 
peu productrices), contenant des précipités vacuolaires sphériques 
ou parfois en forme de réseau, et des corpuscules métachroma- 
tiques, des globules lipidiques pouvant apparaitre d’un rouge 
assez vif lorsqu’ils ont dissout des caroténoides, enfin du glyco- 
eéne a l'état diffus mais localisé tout particuli¢rement contre les 
membranes transversales. 

La membrane présente, dans certains cas, des épaississements 
externes ou internes : ces derniers sont formés par de la callose 
et ils peuvent obturer complétement le filament mycélien ; ils sont 
particuliérement abondants dans les souches non productrices de 
pénicilline, mais se trouvent aussi dans d’autres. Le pigment 
jaune est soit diffus dans le cytoplasme, soit localisé dans les 
épaississements externes des filaments ayant la forme de man- 
chons que l’on observe dans les souches productrices, tandis que 
le pigment rouge, constitué par des caroténoides, est dissous 
dans les globules lipidiques. 

Les différences cytologiques les plus évidentes entre les souches 
productrices et les non productrices nous semblent étre la mobi- 
lité des vacuoles des souches peu productrices et les divers épais- 
sissements de membrane. : 


EXPLICATION DES PLANCHES 
Grossissement X 41.000, excepté figure 4 X 500; figures 3,52 & $5 et 71.476 X 2.000. 


PLANCHE I 


Figures 1 @ 6, 8 & 18: coloration vitale des vacuoles par le rouge neutre; 
v. vacuole ; v. f., vacuole fusiforme; p, précipité vacuolaire; m, metulae; 
ph, phialide; ph. sp., phialospore. 


. Conidiophore (ou mieux phialophore) de 1978-19. 
. Filament 4 renflements de 4224 B. 
. Trois aspects successifs d’une vacuole de 4222 6. 
. Aspects successifs, en espace de cing heures trente, du systéme vacuolaire 
d’une pointe de filament de 42’2 b. Culture de deux jours. 
5. « Poussiére » de vacuoles; souche Barotte. 
6. Vacuoles avec précipités vacuolaires fusiformes; la deuxiéme vacuole en 
haut montre le précipité de bout; 4222 6. Culture de trois jours. 
7. Coloration vitale par le bleu de crésyle ; vacuoles en amas; 4222 b. 
8. Vacuoles avec filaments ; 4222 6. 
9. Vacuoles fusiformes ; 4222 5 
10. Vacuoles réticulées ; 4222 b. Culture de cing jours. 
41 et 12. Phialospores ; 4222 B. 
43 a 18. Phialospores en germination ; 4222 B. 
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PLANCHE II 


19 a 21. Trois aspects, dessinés en l’espace de vingt-cinq minutes, des vacuoles 
colorées vitalement au rouge neutre ; 4222 6. 


22 a 36. Coloration des globules lipidiques (1) par le noir Soudan. 

22. Sans fixation ; 4222 d. 

23 et 24. Culture sur lame, fixée au Regaud, coloration quatre heures ; 4222 B. 

25 a 27. Méme préparation; cloisons transversales avec mise au point médiane. 

28 a 30. Méme préparation; cloisons transversales avec mise au point supé- 
rieure. 

31 et 32. Amas lipidiques ; sans fixation ; 4222 B. 

33 & 36. Phialospore et germinations; sans fixation ; 1978-2 et 1978-19. 


37 a 43. Divers aspects de grains de caroténoides, sans coloration; C 3 et 
1978-B4. : 


44. Coloration par le bleu de métyléne ; vacuoles’ avec précipités ; 4222 B. 
45. Le méme filament aprés la réaction de Meyer; corpuscules métachroma- 
tiques (c¢. m.). 


46 & 48. Coloration par le liquide iodo-ioduré ; glycogéne. 

46. 4222 B. 

471. Jeune ramification ; 4.222 B. 

48. Germination d’une phialospore; 4222 B. € 

49 a 55. Noyaux (N) colorés par ’hématoxyline ferrique ; nu, nucléole. 

49 4 51. Fixation au Navachine; 4222 B. 

528 55. Fixation au Helly, coupes. 52 & 54 : 4222 6; 85 : noyau et filament 
coupés, 4222 B. 


PLANCHE III 


56 et 57. Culture sur lame, fixation au Flemming fort dilué au demi, coloration 
par lhématoxyline ferrique : synapses lipidiques. 

58 a 60. Divers aspects de manchons (mise au point supérieure); P. chryso- 
genum. 

64 et 62. Manchons ; mise au point médiane; 42 2 B. 

63. Manchons ; mise au point supérieure ; 4222 B. 

64 4 67. Epaississements internes callosiques ; coloration au bleu coton lac- 
tique ; en 66, mise au point médiane au niveau d’une cloison transver- 
sale 1978-24. 

68 & 70. Germinations de phialospores colorées vitalement au rouge neutre ; 
4222 B. 

71. Fixation au Ilelly, coupe, coloration par l’hématoxyline ferrique ; noyau ; 
4222 B. 

72 & 76. Fixation au Helly, coupes, réaction nucléale de Feulgen; noyaux 
4222 B. 


UNE BACTERIE PRODUCTRICE DE FRUCTOSANE 
DANS LA BETTERAVE GELEE: 
PHYTOMONAS BETAE-GELATAE. 


par M'e Bertas DELAPORTE et Henri BELVAL (”). 


Lorsque des Betteraves sucriéres ont élé gelées, elles ne tardent 
pas, lors du dégel, a étre envahies par divers microorganismes, 
tout particuli¢rement des bactéries aérobies qui transforment plus 
ou moins rapidement le saccharose en glucides visqueux. Cette 
forme de pourriture, qui s’accompagne d’une inversion notable 
du sucre, et qui ne va pas sans altération des tissus, a toujours 
en sucrerie de graves conséquences : outre la perte en sucre iné- 
vilable, les racines se coupent mal, les filtrations, méme aprés 
défécation, sont pénibles sinon impossibles, ect la proportion de 
mélasse devient excessive. En distillerie, les inconvénients sont 
moindres : le sucre interverti n’est plus ici une géne, mais dex- 
trane et fructosane représentent aulant de sucre perdu. Les bac- 
téries responsables de cette pourriture sont mal connues, de méme 
que les produits qu’eles élaborent. C’est pourquoi nous avons 
entrepris cette étude. 

L’aspect des Betteraves atlaquées est trés caractéristique : de 
partout exsudent des gouttelettes visqueuses ; sectionnées, les ra- 
cines montrent une pulpe noire, molle, d’ot, par de multiples 
déchirures dues a l’action du froid, jaillit, 4 la moindre pression, 
un liquide épais, filant ; elles exhalent alors une forte odeur d’al- 
cool et de vinaigre. C’est dans ces gouttelettes ou ce liquide vis- 
queux que se trouvent en abondance les bactéries de la pourri- 
ture. 

En 1929, H. Colin et M. Simonet (1) y décelaient la présence 
d’un coccus et identifiaient le produit visqueux a Ja dextrane, 
polyose dextrogyre analogue 4 la gomme de suererie élaborée par 
Leuconostoc mesenteroides. Ce n’est pas le seul cas possible. 
D’un lot de Bettaraves pourries, l’un de nous, en 1944, a extrait 
une fructosane, polyose lévogyre (2) et isolé la bactérie qui en 


(*) Société Francaise de Microbiologie, Séance du 6 mars 1947. 
(1) H. Corin et M. Srvoner, C. R. Acad. Sci., 1929, 188, 943. 
(2) H. Brtvan, C. R. Acad. Sci., 1944, 248, 854. 
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fait la synthése (8) ; nous en donnons ci-dessous les principales 
caractéristiques. 

Dans les cultures sur gélose cette bactérie a la forme d'un petit 
batonnet court, isolé ou par deux, hyalin, tres mobile, qui mesure 
0,6 wx 1,7 4 2,5» & état frais. Sur les frottis, certaines 
cellules se colorent uniformément, la plupart montrent une conden- 
sation bipolaire du protoplasme, la région centrale étant trés peu 
chromatique. Au moyen du bleu de méthyléne, on remarque la 
présence d’un corpuscule métachromatique situé vers le centre 
dans la plupart des cellules (culture de vingt-quatre heures a 25°). 
Nous n’avons pas décelé de globules lipidiques au moyen du noir 
Soudan (cultures de un 4a trois jours sur milieu & 2 p. 100 de 
saccharose), mais dans certaines cultures de vingt-quatre heures, 
toutes les cellules possédent un peu de glycogéne a l'état diffus. 
Cette bactérie ne garde pas le Gram. Elle ne produit pas de spore. 

Les colorations de cils par la technique de Fisher et Conn (4), 
montrent le plus souvent un seul cil polaire, rarement 2, 
exceptionnellement 3. Ces 2 ou 3 cils sont généralement atta- 
chés 4 un méme pole, méme lorsque le batonnet est constitué 
par deux cellules non encore indépendantes. Cependant, un cer- 
tain nombre de batonnets de 2 cellules ont leurs cils attachés aux 
deux poles opposés, par exemple 2 cils a chacun des poles, quel- 
quefois méme 2 autres cils sont attachés au niveau de la cloison 
médiane. I] est vraisemblable que des photos prises au microscope 
électronique révéleraient que ce cil, apparaissant en général 
unique, est constitué en réalité par un bouquet de cils. Les cils 
atteignent 4 4 5 p de long et présentent 2 4 3 ondulations, 

Cette bactérie est aérobie stricte : elle pousse exclusivement a 
la surface des tubes de gélose profonde. 

Sur gélose ordinaire (bouillon de viande peptoné) a 25°, les 
colonies sont petites (2 4 3 mm, de diamétre au bout de trois 
jours), rondes a bords nets, lisses, brillantes. Sur gélose inclinée, 
dans les mémes conditions, la culture est assez mince, plate, lisse, 
trés brillante, blanche mais trés translucide et posséde une teinte 
orange par transparence ; elle n’est pas envahissante. 

Sur gélose au bouillon de haricot peptoné a 0,2 p. 100 et sac- 
charosé a 2 p. 100, en boite de Petri, les colonies sont rondes, trés 
bombées, lisses, homogénes, brillantes, vitreuses, translucides ou 
mi-opaques ; les colonies qui se sont développées a l’intérieur de la 
gélose sont lenticulaires 4 bords minces et, formant beaucoup de 
gaz, elles font craquer la gélose. Sur ce méme milieu, en tube 
de gélose inclinée, la culture est trés épaisse, pluldt crémeuse, 


(8) H. Betvan et B. Detaportre, C. R. Acad. Sci., 1945, 224, 592 ; 
B. DELAPOoRTE et H. Betvat, C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 1011. 
(4) P. J. Fisner et J. E. Conn, Stain Technol., 1942, 17, 117. 
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lisse, brillante, trés coulante, assez opaque et produit des gaz 
qui font craquer la gélose. En peu de jours, la culture qui coule 
au fond du tube y constitue une gelée atteignant 10 a 15 mm. de 
hauteur. . se, i 

En gélose profonde nutritive préparée A<.pabull) Ge bouillon 
viande-foie glucosé a 0,2 p. 100 et répartie en tubes de 8 mm. de 
diamétre, la culture n’a leu qu’en surface et il apparail, apres 
vingt-quatre heures, dans la partie supérieure du tube, un pig- 
ment jaune verdatre fluorescent qui diffuse lentement. Ce pigment, 
produit en trés faible quantité, n’est pas visible sur les milieux 
d’usage courant. La bactérie a perdu, en quelques mois, le pou- 
voir de fabriquer ce pigment. 

Le bouillon de viande ordinaire ensemencé et mis a l’étuve a 
25° se trouble en vingt-quatre heures, on y observe des ondes moi- 
rées et un léger dépdt qui augmente avec l’Age en méme temps 
que le trouble s’intensifie. Vers le huitiéme jour, se forme un 
voile léger qui tombe. Au onziéme jour, le bouillon est fortement 
trouble. 

Le bouillon de haricot glucosé ou saccharosé a 2 p. 100 se 
trouble en vingt-quatre heures et il se forme en quarante-huit 
heures de nombreuses bulles de gaz visibles 4 la surface, en méme 
temps que le milieu s’acidifie. Dans le bouillon au saccharose, il 
se produit un voile léger qui tombe. 

La gélatine ensemencée par piqire et conservée a 18° montre 
en vingt-quatre heures, la présence de nombreuses bulles de gaz 
lenticulaires situées tout du long de la piqtre ; ces bulles gran- 
dissent, s’unissent et, en remontant, n’en forment plus qu’une 
seule qui disparait 4 la surface vers le cinquiéme jour. La liqué- 
faction débute au huitiéme jour sous forme d’une petite coupe, 
puis se produit tout du long de la piqdre ; au quinziéme jour, les 
deux tiers de la gélatine sont liquéfiés, au vingt-troisiéme jour la 
liquéfaction est totale. 

Le lait, ensemencé et mis & 25°, ne coagule qu’au onziéme 
jour, du sérum se sépare du caillot, le pH est abaissé a 6; le 
pil remonte 4 7 au bout d’un mois, puis a 8 A quatre mois ; pen- 
dant ce temps on constate que le sérum semble filant au bout d’un 
mois et demi; la peptonisation de la caséine est tardive et n’est 
totale qu’a quatre mois. Le lait est done alcalinisé. 

Cette bactérie ne produit ni indol, ni hydrogéne sulfuré ; elle 
réduit les nitrates en nitrites sans dégagement gazeux : on trouve 
davantage de nitrites au bout de six jours qu’aprés quarante-huit 
heures. Elle forme de l’acétylméthylcarbinol (réaction de Voges- 
Proskauer positive), mais assez peu (réaction faiblement positive 
quand on distille 100 cm® de culture) et ne produit pas de 2.3-buty- 
leneglycol. La réaction de la catalase est nettement positive. 

Ve microbe n’est pas protéolytique ; il ne touche pas le sérum 
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coagulé ni la fibrine coagulée, cependant il est easéolytique. Il 
peut assimiler l’azote minéral lorsqu’on lui fournit du saccharose. 

Il ne se développe que trés peu sur tranche de pomme de terre 
stérile et A peine mieux sur topinambour vers la fin d’octobre — 
le tubercule contenant alors surtout de ]’inuline, — mais, a la 
fin de la période de repos, au printemps, la croissance est plus 
abondante s'il s’agit de variétés a tubercules arrondis ot l’inuline 
est 4 ce moment partiellement transformée en saccharose. La cul- 
ture réussit trés bien sur carotte et est encore plus belle sur bette- 
rave ou elle forme une couche épaisse, visqueuse, translucide, 
trés coulante, el souvent une grosse masse gélatineuse au fond 
du tube. Il n’y a jamais de développement sur des tranches de ces 
divers tubercules vivants : il est indispensable que les tissus aient 
été préalablement tués par la chaleur ou le froid. 

Les cultures en présence de divers glucides fournissent les 
résultats suivants : production de gaz et d’acide, le milieu restant 
parfaitement fluide, avec arabinose, glucose, galactose, mannose, 
fructose sous sa forme stable: fructopyranose, lactose, maltose ; 
production de gaz et d’ acide et en outre formation d’une substance 
(fructosane) qui rend le milieu visqueux, avec tous les holosides 
possédant. une molécule de fructofuranose en fin de chaine : sac- 
charose, raffinose, gentianose, stachyose et verbascose. Les osanes 
telles que l’amidon, l’inuline, la graminine, ne sont pas hydro- 
lysées. Parmi les polyols : la mannite-est utilisée (production de 
gaz et d’acide), la dulcite trés peu (production de gaz mais non 
d’acide : pH 6,8 au lieu de 7), le glycérol encore moins (traces 
de gaz, pH inchangé). 

Cette bactérie produit, outre du CO,, de l’acide lactique (2,7 g 
par litre en cing jours 4 18° sur milieu a 2 p. 100 de glucose) et 
des traces d’acide acétique lorsqu’on |’ensemence sur eau pep- 
tonée glucosée ou saccharosée. Elle produit aussi de l’alcool 
(0,224 g. au bout de trois jours pour 100 cm*® avec 3 ¢. de 
glucose). 

Enfin, si la température de 25° est trés favorable 4 son déve- 
loppement, par contre 4 30° elle pousse peu et l’on ne constate 
alors, au bout de deux jours, que des formes d’involution. 

L’ensemble de ces caractéres nous permet de reconnaitre que, 
d’aprés Ja classification de Bergey, cette Bactérie fait partie de la 
famille des Pseudomonadaceex et de la tribu des Pseudomonadex 
et est done ou bien un Pseudomonas, ou bien un Phytomonas, 
genre dans lequel on n'a placé que des Bactéries pathogénes des 
végétaux, cerlaines ne se distinguant des Pseudomonas que par 
leur pouvoir pathogéne. Aucune des espéces décrites dans ces 
genres ne correspond a la nétre. Bien qu’elle ne soit pas patho- 
géne pour les végétaux au sens strict du terme — elle ne pousse 
pas sur les tissus vivants — mais comme elle cause Ja pourriture 


866 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


visqueuse des racines de Belterave préalablement gelées, il nous 
a paru qu’elle serait mieux 4 sa place parmi les Phytomonas. On 
sait d’ailleurs que la pathogénicité est un caractére souvent tres 
labile et done peu satisfaisant comme crilére spécifique du genre. 
Nous avons donné a cette nouvelle bactérie le nom de Phytomonas 
betx-gelalx pour rappeler son origine. 


* 
* ok 


_ On n’est pas exactement renseigné sur le mécanisme qui aboutit 
dans-les racines gelées 4 la production de la substance visqueuse ; 
la formation de cette substance n’est nullement le fait du froid ; 


celui-ci, tant qu’il dure, a plutot pour effet de conserver les 4 


racines ; c’est seulement quand survient le dégel que les tissus 


morts sont envahis, ainsi qu'il a été dit, par les bactéries. Dés 7 


lors, l’élaboration du produit visqueux est rapide ; dans un cas, 
par exemple, dix jours aprés le coup de froid, le jus de presse 
d’une racine ne contenait plus que 6 p. 100 du sucre total a l'état 
de saccharose, mais il renfermait 34,1 p. 100 de sucres réducteurs 
et 59,8 p. 100 de fructosane. Quatre jours plus tard, dans le méme 
jus conservé 4 la température du laboratoire, il y avait encore 
4,6 p. 100 de saccharose, mais la teneur en sucre réducteur attei- 
gnait 65,2 p. 100, tandis que celle de la fructosane était tombée a 
30,1 p. 100. De toute évidence, dans ce milicu trés complexe, 
diverses diastases, sucrase et fructosidases, avaient agi de concert. 
Le contraire serait surprenant quand on songe a l’abondante flore 
cryptlogamique qui se développe sur les racines avariées, aux 
nombreuses moisissures notamment, sources de tant d’enzymes. 
Impossible, par conséquent, de faire le départ dans ces phéno- 
ménes entre ce qui est imputable au Phytomonas betx-gelatxe et 
ce qui revient a d’autres bactéries ou microorganismes. 

En culture pure, les choses se passent différemment. Nous 
avons utilisé des milieux composés, pour 100 cm®, de 3 g. de sac- 
charose et 1 g. de peptone, amenés a pH 7, ainsi que des jus de 
Betteraves sucriéres, partiellement déféqués a la chaux et amenés 
également 4 pH 7. Les résultats sont comparables dans tous les 
cas. Suivie jour par jour, l’évolution d’un jus de Betterave, ense- 
mencé aprés stérilisation et maintenu 4 15° se raméne A ceci : dés 
le troisiéme jour, le saccharose a presque complétement disparu, 
sur les 7 g. qu’il y avait au début, on n’en trouve plus que 0,50 g., 
mais il s’est fait 3,80 g. de sucre réducteur et 2,32 g. de fruc- 
tosane ; le pH, dans le méme temps, est devenu voisin de 4,5; au 
dixiéme jour, c’est a peine si la teneur en sucre réducteur a aug- 
menté. Voici, dans le tableau suivant, les résultats exprimés en 
grammes pour 100 cm®, 

Les conclusions sont évidentes : seule la synthése de la fruc- 
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Glucides pour 100 cm‘ de jus. 


_ TS S| | jj | 


Webue 7. ce 7,04 7,04 
St|GUIBE Ok a 3,80 0,50 2,32 6,62 
SAJOURST< )- am 45 4,30 0 2,28 6,58 
AE IOUTS >... 4,5 4,40 


tosane est | wuvre de la bactérie ; Vhydrolyse qui se produit dans 
la Betterave ou dans les jus de presse non stérilisés doit étre 
attribuée aux diastases sécrétées par d’autres organismes que le 
Phytomonas ; en outre, cette synthése ne se poursuit que dans la 
mesure ow le milieu renferme encore du saccharose ; dés l’instant 
ou celui-ci a disparu, soit par inversion, soit par transformation 
en fructosane, toute production nouvelle de fructosane est inter- 
rompue ; on devait s’y attendre puisque ni le glucose, ni le fruc- 
tose 4 l’état stable, ni par conséquent le sucre interverti ne sont 
utilisés. 

D’autre part, on a vu que parmi les osides mis a la disposition 
du Phytomonas, seuls le raffinose, le gentianose, le stachyose et 
le verbascose, outre le saccharose, permettent |’élaboration du pro- 
duit visqueux ; or, ces sucres ont un caractére commun : celui de 
posséder en fin de chaine une molécule de fructofuranose. N’est-il 
pas permis de penser que l’élaboration de la fructosane se fait 
précisément aux dépens de cette molécule de fructose instable, 
pour ainsi dire a |’état naissant ? L’hypothése est plausible, d’au- 
tant que rien ne se fait ni avec le mélézitose, trisaccharide comme 
le raffinose, mais avec une molécule de fructopyranose au milieu 
de la chaine, ni avec le turanose, produit d’hydrolyse faible du 
mélézitose et isomére du saccharose, constitué de glucose a et de 
fructopyranose., 

Ij faut compter toutefois avec le puissant pouvoir d’isomérisa- 
tion que manifestent si souvent les cellules vivantes et qui est si 
marqué dans le Topinambour par exemple, ow l’on voit l’inuline 
se transformer au cours de l’automne et de |’hiver, non seulement 
en synanthrine, fructosane, avec déja 15 p. 100 de glucose dans 
sa molécule, mais encore ‘en saccharose ot: glucose et fructose 
sont en égale proportion. 

L’extraction de la fructosane peut se faire par simple précipi- 
tation des jus visqueux par |’alcool fort, mais alors le précipité 
entraine par adsorption nombre d’impuretés dont il est difficile 
de le débarrasser ; il est préférable d’ajouter au milieu une solu- 
tion de baryte concentrée chaude ; il y a formation d’un complexe 
harytique insoluble qui est purifié par lavages, pour éliminer les 
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complexes solubles formés par le réducteur et le saccharose. ul 
ne reste plus qu’a décomposer le complexe insoluble et a pré- 
cipiter la fructosane. 

Ainsi préparée, exempte d’hexoses et de saccharose, elle se 
présente, aprés dessiccation dans le vide sur acide sulfurique, sous 
aspect d’une poudre blanche, peu hygroscopique, insoluble dans 
alcool, assez soluble dans l’eau en donnant des liqueurs opa- 
lescentes et visqueuses. Il est a noter toutefois que le traitement 
barytique ne va pas sans provoquer une certaine dépolymérisa- 
lion; il s’ensuit qu’A méme concentration, les produits traités 
par la baryte donnent des solutions moins visqueuses que les pro- 
duits directement précipités par l’alcool. Les propriétés optiques 
n’en sont pas modifiées pour autant : le pouvoir rotatoire initial 
“est voisin de — 45°, dans tous les cas. 

Non fermentescible, non réducteur, le glucide lévogyre est aussi 
facilement hydrolysé que le saccharose par les acides dilués ; i 
se transforme alors en fructose exclusivement, tandis que le pou- 
voir rotatoire passe de — 45° a — 85°, a 15°C. La sucrase, 
obtenue par le procédé Bourquelot ou par putréfaction de la 
levure selon la technique Colin (5), est absolument sans action ; 
par contre, les autolysats antiseptiques, riches en diastases de 
toutes sortes, notamment en fructosidases, qui ne laissent intacte 
aucune fructosane, saccharifient aussi a la longue celle qui nous 
occupe. Les poudres mycéliennes, celles de Sterigmatocystis nigra 
par exemple, ne sont pas moins actives ; cela ne saurait surprendre 
étant donné ce qui a été dit plus haut sur hydrolyse qui se produit 
dans les jus abandonnés 4 eux-mémes. 

La dextrane qui se rencontre parfois dans les Betteraves vis- 
queuses est autrement résistante. Non seulement on n’a encore 
trouvé aucune diastase qui l’attaque, mais méme l’action des 
acides est extrémement lente ; il faut compter une heure 4 l’au- 
toclave 4 110°, avec 2 p. 100 d’acide pour obtenir une hydrolyse 
totale. 

En somme, le polyose lévogyre élaboré par Phytomonas bete- 
gelatx ne differe pas sensiblement des autres polyoses connus sous 
le nom de fructosanes, dont le régne végétal nous offre tant 
d’exemples, Sa véritable originalité vient de ce qu’il est lceuvre 
d une bactérie qui ne |’élabore que dans des conditions bien déter- 
minees, j ‘ 
Bien entendu, Phytomonas betx-gelate n’est pas la seule bac- 
térie capable de transformer le saccharose en fructosane ; on en 
pourrait citer une douzaine d’autres parmi lesquelles certaines 
variétés de Bacillus subtilis occupent une bonne place. C’est dire 
que l’envahissement des racines tuées et le développement de la 


(5) H. Cou, Bull. Assoc. Chim. Suer., 1917, 25, 129. 
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subsiance visqueuse n’offrent rien d’exceptionnel : ce sont la bien 
plutot des faits trés ordinaires : a quelle ménagére n’est-il pas 
arrivé d’oublier des tranches de Betteraves préparées pour la 
salade et de les retrouver quelques jours aprés recouvertes d’un 
enduit gluant ? Celui-ci n’est vraisemblablement pas autre chose 
qu'une fructosane — car c’est le polyose qui apparait le plus 
souvent —; on en vient méme a se demander par quel curieux 
hasard les premiéres découvertes en cette matiére ont pu porter 
sur la dextrane, certainement beaucoup moins fréquente. 


* 
* OK 


En résumé, nous décrivons une bactérie Gram négative a cils 
polaires qui cause une pourriture visqueuse des racines de Bette- 
raves préalablement gelées. Nous l’avons nommée Phytomonas 
betx-gelatez. Le produit visqueux qu’elle élabore est une fructo- 
sane que nous avons isolée 4 |’état pur sous la forme d’une poudre 
blanche, non tributaire de la sucrase, mais facilement hydrolysable 
en fructose. 


‘ 


TECHNIQUE TURBIDIMETRIQUE APPLIQUEE 
AU CONTROLE DE LA PRODUCTION DE LA PENICILLINE 


par Hf. VELU et J. MAINIL (’). 


La technique de titrage turbidimétrique des solutions de péni- 
cilline réalisée tout d’abord par Foster, en 1942, a été mise au ~ 
point par Foster et Woodruff (1943) puis par Foster et — 
Wilker (1). ; 

Dans le but de la rendre plus rapide et plus précise, des modi- — 
fications ont été apporlées successivement par Rantz et Kirby (2), 
Joslyn (3), Lee et collab. (4), Holmes et Lockead (5), Mace 
Mahan (6), Green (7). 

A Vinstigation de M. Penau, Directeur scientifique de la 
Sofrapen, nous avons recherché si cette méthode était suffisam- 
ment exacte et rapide pour étre applicable aussi bien au contréle 
de la production qu’au titrage des produits finis. Elle exige un 
certain nombre de précautions minutieuses que nous avons préci- 
sées et qu’il nous a paru utile de faire connaitre. 


J, — VERRERIE ET APPAREILLAGE. 


1° Tubes a essai de 16x16 en pyrex rigoureusement propres, 
stérilisés, non bouchés, au four Pasteur une heure A 180° et pour- 
vus pendant les opérations de titrage, de capsules en aluminium 
stérilisées a.part en vrac. 

2° Une pipette contrélée de 10 cm® graduée en 1/10 de cm*® pour 
l’addition dans les tubes de la réaction de 9,5 cm? de milieu ense- 
mencé. Cette pipette n’est jamais stérilisée A la chaleur. Elle est 
nettoyée chaque jour a Valcool et de temps en temps au mélange 
sulfo-chromique. On la bouche chaque jour avant usage avec un 
coton stérile. 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1947. 

1) J. W. Foster et B. L. Wuxrr, J. Bact., 1943, 46, 377. 

(2) L. A. Ranrz et W. M. M. Kimsy, J. Immunol., 1944, 48, 355. 

(3) D. A. Josuyn, Science, 1944, 99, 21. ; 

4) S. W. Les, E. J. Forzy, J. A. Epstem et J. H. Wattace, J. Biol. 
Chem., 1944, 152, 485. 

(5) L. F. Hotmes et Locxeap, J. Med. Sc., 1944, 207, 267. 

6) J. R. Mac Manan, J. Biol. Chem., 1944, 453, 249. 

7) C. A. Green, J. Path. a. Bact., 1946, 58, 559. 


TECHNIQUE TURBIDIMETRIQUE 871 


3° Une pipette contrélée de 1 cm?, graduée en 1/100 de cm? 
pour Vaddition, dans les tubes de la réaction, des dilutions a 
titrer. 

Une seule pipette suffit pour tous les titrages. Elle est nettoyée 
comme la pipette de 10 cm’. De plus, entre les différents titrages, 
elle est rincée au bouillon stérile ou avec la dilution d’échantillon 
a titrer (8). ae 

4° Des flacons jaugés de 10, 25, 50 et 100 cm’ pour effectuer les 
dilutions d’échantillons a titrer. Ils sont lavés et stérilisés comme 
les pipettes. 

5° Des ballons de plusieurs litres pour le stockage du bouillon 
nutritif destiné 4 la préparation de la suspension microbienne. 

6° Plusieurs bacs 4 eau glacée a 0 + 4° destinés a recevoir, 
pendant la préparation des réactions, les portoirs et le bouillon 
ensemencé dans le ballon. 

7° Un bain-marie a haute capacité calorique réglé a 37°, pourvu 
d’agitateurs pour assurer |’équilibre thermique rapide en tous 
points de Ja masse liquide. 

8° Un photométre électrique de Meunier sur accumulateurs pour 
avoir un voltage constant, 4 cuves de 15 x 39 (dimensions inté- 
rieures) utilisées en lumiére rouge suivant la plus faible épaisseur. 


REACTIES: 


1° Tampon AU PHOSPHATE, pH 6,5 : PouR LA PREPARATION DE LA 
SOLUTION D ETALON : 


BELospiatendisodig Neen. eke ows be cei gor el ifcthe asco 2 Fist 
Phosphatenmonopotassique: =). we .73 3. 2 oe ee 6,4 
PAITEOLSCUINC CR Merten ttc oats Tonys, Sica tot aus, Gay arses ve 4 000 

On ajuste s’il y a lieu avec PO,H,. 

2° EraLon DE PENICILLINE. — II est préparé & 50 ou 100 UO/cm* 


une fois par semaine en tampon phosphate 4 partir d’ampoules 
renfermant un poids donné d’étalon secondaire. Immédiatement 


‘avant J’utilisation, cette solution est diluée a 2,50 UO/cm*® en 


bouillon nutritif en se servant des fioles jaugées ; chaque jour 
la nouvelle solution est confrontée avec l’ancienne pour vérifier 
s'il n’y a pas eu détitrage. 


83° Muievx pe cuLTURE. — Deux milieux sont utilisés, l’un pour 
lentretien et la préparation de la souche microbienne, lautre 


pour la réaction. 
Milieu I. — Pour l’entretien de la souche. 


(8) D. Benoist, C. R. Acad. Pharmacie, 3 avril 1947. 
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Peptone bactériologique Uclaf,n°43.... . 20 g. 

Glucose pues Ae bw -aees als ere ge tan hee, pH : 7,2. 
NaGlepur Rab ctl qcerdhe aes state er eae bere 

Bau distilléeme sy ssecesseectnc some -mnst a: one nem 4.000 


Gélosé & 20 p. 1.000 pour les milieux solides. 


Milieu IJ. — Pour la réaction. 


Il convient d’employer un bouillon riche en facteurs de crois-_ 


sance pour obtenir rapidement, en trois ou quatre heures, une 
culture qui donne de bonnes opacités. 


Peptone bactériologique Uclaf, n° 43... . 5 
Autolysat de levure désséché6 ......- - 4 
Exttalt devcceur-der DooUl ss see eomarbs ae es 4 
Glucose pur Ri AL. 2 = - Ao. Sete) GES 4 
NaGl pureRs Pike ahi dene © Sodas teense 33 
HaidistillGetnc =. sce -aciece eerie ue enema 1.000 


Dissoudre d’une part V’autolysat de levure et l’extrait de coeur 
de boeuf et, d’autre part, Ia peptone, le glucose, le NaCI dans de 
eau distillée bouillante. Mélanger les 2 solutions ; compléter a 
1.000 cm’. Ajuster 4 pH 7,2 a Ja soude. Précipiter 4 120° pendant 
dix minutes. Filtrer chaud sur Chardin. Répartir en flacons de 
1 litre. Stériliser vingt minutes 4 115°. Le bouillon est clair, sans 
dépot. Il est conservé a l’obscurité 4 la température du laboratoire. 

Tous les titrages d’une série sont faits avec le méme bouillon 
qui doit étre préparé en quantité suffisante pour satisfaire aux 
besoins d’une semaine. Le pH est vérifié chaque jour au moment 
de l’emploi et rectifié s’il y a lieu. 


4° Formoi. — Dilution au 1/3 de formol commercial a 30 p. 100. 
5° SrapHyLocogur. — Il faut utiliser un germe a croissance 
rapide que l’on obtient de la fagon suivante : 2 
Le germe réactif est un staphylocoque doré pour turbidimétrie 
conservé par repiquages mensuels sur gélose I inclinée ou par 
dessiccation lyophile ; chaque mois on prépare sur cette gélose 


3 ou 4 cultures filles qui sont conservées a la glaciére et a partir: 


desquelles on fait chaque jour des ensemencements séparatifs. 
Une colome isolée, choisie parmi les plus teintées, est repiquée 
sur gélose I. Aprés vingt-quatre heures d’incubation, cette culture 
sert a préparer une suspension 4 5 x 10° germes/cm* en bouil- 
lon IL, préalablement réfrigéré, dont quelques tubes sont immé- 
diatement additionnés de 1 goutte de formol a 10 p. 100; Ils 
serviront pour |’établissement du Zéro du photométre. On peut 
également, si l’on a rapidement besoin de staphylocoque pour en- 
semencer le milieu II, utiliser une culture de sept a huit heures 


en bouillon II, que l’on peut garder a la glaciére pendant quatorze 
4 seize heures. 


| 
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III. — Prorocote pu TITRAGE. 


Le protocole du titrage comporte : 

a) La préparation de séries de tubes de pénicilline étalon des- 
tinés a ]’établissement de la courbe du jour. 

b) La préparation de séries de tubes d’échantillons a titrer. 

c) La mise en incubation des tubes de la réaction. 

d) La lecture des opacités. z 

e) L’établissement de la courbe étalon. 

f) La détermination du titre de l’échantillon inconnu. 


REMARQUES PRELIMINAIRES. — 1° La stérilité absolue qui rend les 
mesures exactes difficiles avec Ja méthode ordinaire de dilution, 
n'est pas nécessaire ; il convient néanmoins d’opérer correctement 
pour éviter les contaminations massives. 

2° Les dilutions doivent étre faites avec une précision absolue : 
toute l’exactitude de la méthode en dépend. La solution concentrée 
est mesurée avec la pipette au 1/100, puis reportée dans un ballon 
jaugé de volume convenable qu’on remplit de bouillon. 

3° Aprés chaque remplissage de la pipette, avant d’ajuster le 
zero, essuyer l’extrémité aVec un coton stérile pour enlever le 
liquide et les bulles qui adhérent a l’extérieur. 

4° Au moment de la mesure, appliquer l’extrémité de la pipette 
en contact étroit avec la paroi de la fiole jaugée ou du tube a essai 
pour assurer |’écoulement total du volume mesuré. 

5° Effectuer les mesures avec la pipette tenue verticalement pour 
éviler les erreurs de parallaxe. 

6° Rincer la pipette avec le nouveau liquide entre chaque opé- 
ration utilisant des dilutions différentes. 

7° Conserver constamment |’étalon et les échantillons dans l'eau 
elacée. 


a) PREPARATION DES SERIES D'ETALON. — La solution de pénicil- 
line étalon a 2,5 UO/cm* en bouillon est répartie en tubes selon 
la gamme ci-dessous : 

En général, la gamme_n’est pas utilisée entiérement. On sup- 
prime les tubes 1 et 9. On ajoute ensuite dans chaque tube 9,5 cm*® 
de bouillon ensemencé qui renferme 5.000.000 de germes par 
centimétre cube. 

Avec une premiére dilution 4 2,5 UO/cm® on fait 2 séries de 
tubes disposés sur 1 portoir comportant 15 cases. L’une d’elle 
reste libre, la case centrale, que l’on réserve pour le témoin sans 
pénicilline. 

Avec une seconde dilution, on fait deux séries identiques aux 
premiéres. 

Dés qu’une série est terminée, le portoir est immédiatement 
placé dans l’eau glacée. 
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Gamme de titrage. 


VOLUME VOLUME TOTAL NOMBRE D’U.O. 


d’étalon comrrE b’U. O. par 
NUMERO &-2;5 U.O. par tube. xO centimétre cube 
pay Etalon + bouillon par tube 2,5 v 


des tubes centimétre cube ; 
ajouté par tube |ensemencé 9,5 cm 


5 —_——————— 


SMS), Sete? eer aes) 
Ce oe ae Seine, 
Cate Ci Ce 
er See eT a 


b) PREPARATION DES SERIES DE TUBES D’ECHANTILLONS A TITRER. — 
Deux cas sont envisagés : 

a) Le titre approximatif est connu fproduits finis, contrélés). — 
L’étude statistique des titres obtenus a montré que les chiffres se 
rapportant aux tubes 4 et 6 donnaient les résultats les plus cons- 
tants. On raméne d’abord a 2,5 UO/cm? environ le titre de l’échan- 
tillon en se servant d’un ballon jaugé; puis Von fait 3 tubes a 
0,100 et 3 tubes a 0,150 cm*. Par mesure de précaution, on cons- 
titue une série identique mais avec une autre dilution légérement 
différente de la premiére. Ainsi, pour une solution supposée a 
100 Unités mais susceptible de s’étre détitrée, on fera une dilution 
a 1/36 et une autre a 1/40. Un tableau préparé 4 l’avance peut 
donner toutes les dilutions courantes. . 

8) Le titre approximatif est inconnu (titrage d’orientation, ti- 
trage de jus en évolution). — Dans ce cas, il est nécessaire d’uti- 
liser la gamme entiére de 9 tubes de facon A pouvoir tracer toute 
la courbe et étre 4 méme d’en éliminer les points aberrants. 

D’autre part, on fera 8 dilutions différentes, d’autant plus écar- 
tées les unes des autres que l’imprécision du titre annoncé sera 
plus grande, pour essayer de ramener le titre de l'une d’elles au 
moins aux environs de 2,5 UO/cm® :‘par exemple, pour un jus 
annoncé a 200 UO/cm, on effectuera 

Une dilution au 1/80 (titre présumé : 200) ; 

Une seconde au 1/60 (titre présumé : 150) ; 

Une troisiéme au 1/100 (titre présumé : 250). 

Si le jus a titrer n’est accompagné que d’une indication vague 
(titre compris entre 50 et 400 par exemple), on effectuera 3 dilu- 
ions, au 1/40, 1/80, 1/120 correspondant a des titres supposés 
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de 100, 200, 300, chaque titrage étant possible avec 50 p. 100 

d’écart sur |’hypothése. | 

On n’utilisera qu’une série de tubes pour chaque hypothése. 
Comme pour l|’étalon, immédiatement aprés la préparation, les 

portoirs sont placés dans les bacs a glace. 


c) MisE EN INCUBATION DES TUBES DE LA REACTION. — Quand 
toutes les réactions sont préparées, les portoirs sont placés tous 
ensemble, — étalon et échantillons a titrer, —- au bain-marie a 
37° et suffisamment espacés pour que l’équilibre thermique se 
trouve rapidement et uniformément établi. 

Le niveau de eau doit étre suffisamment élevé pour que le 
contenu des tubes soit complétement immergé. Les tubes sont 
retirés du bain-marie quand lopacité est jugée suffisante et la 
croissance est bloquée par addition de 1 goutte de formol a 10 
p. 100 par tube. Cette opacité peut varier d’un jour a autre sui- 
vant les lots de bouillon, l’Age du staphylocoque d’ensemence- 
ment ; il est donc prudent de surveiller les tubes témoins sans 
pénicilline a partir de la troisiéme heure pour arréter la culture 
quand leur opacité au Meunier est entre 120 et 150. Bien entendu, 
toutes ces données ne sont valables que pour un staphylocoque 
et un bouillon en particulier. 


d) Lecture bDEs opacirés. — Aprés transfert de la suspension 
témoin et du contenu de chacun des tubes dans les cuves du pho- 
tométre, lopacité est mesurée sous voltage constant de 6 volts en 
lumiére rouge. On commence par les tubes les moins opaques. 
La lecture est rapide et demande trente secondes par tube environ. 
Le zéro est déterminé au moyen du tube témoin de bouillon ense- 
mencé et formolé avant la préparation des séries. Ce zéro est 
vérifié toutes les 7 ou 8 mesures. Pour rester dans la limite de 
sensibilité de V’appareil, on travaille avec les cuves suivant leur 
plus faible épaisseur, le diaphragme droit étant sur la gradua- 
tion 4, 


e) ETABLISSEMENT DE LA COURBE ETALON. —- On calcule l’opacité 
' moyenne pour les tubes correspondants des 4 séries paralléles. On 
la reporte en ordonnées sur un graphique millimétré en face des 
taux correspondants de pénicilline en UO/cm inscrits en abscisses 
ou, ce qui revient au méme, du volume de la solution étalon cor- 
respondant 4 ce taux. La courbe déterminée par l’ensemble des 
points est une sigmoide. A convexité tournée vers les axes des 
abscisses et des ordonnées pour les doses moyennes, elle tend 
vers la droite avec les fortes doses ; sa convexité devient supé- 
rieure avec les faibles doses. Les sigmoides qui traduiscnt les 
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variations de V'inhibition donnent l’allure de la réaction qui n’est 
donc pas attachée a une loi unique. En exprimant en logarithmes 
les opacités portées en ordonnées, on constate que les opacités 
moyennes sont situées sur une droite. Si Von réduit le nombre 
des tubes de la réaction, il importe que les opacités se trouvent 


Whe 6,013 _0,9195 0,026 0,0324 00385 0.045 0,057 
T 2 hae a, ae 


enn ee SS Se La 
mmc. 5° 75 100 125.~=C«ISO-=—175~SCSCD 


dans la zone logarithmique pour éviter les risques d’erreur ; c’est 
ce qui nous a amenés a utiliser les tubes a 0,100 et 0,150 cm?. 

f) D&vrERMINATION DU TITRE DE L’ECHANTILLON. — II est facile, a 
partir de la courbe étalon, de déterminer le titre des échantillons. 
On calcule comme pour |’étalon la moyenne des opacités des 
tubes correspondants des diverses séries et on lit sur la courbe 
étalon, la quantité correspondante de pénicilline qui a donné la 
méme opacité, ou mieux, le volume de solution étalon renfermant 
cette quantité de pénicilline. 

Un calcul simple donnera le titre de l’échantillon : il sera égal 
a la teneur ¢ en UO/cm*, de étalon pour l’opacité considérée 
(quantité lue sur le graphique), multipliée par le volume total V’ 
de liquide du tube d’échantillon correspondant a l’opacité mesurée 
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(ce qui donne la quantité totale de pénicilline mise en jeu dans 
le tube) divisée par le volume v’ de dilution de Il’échantillon 


-ajoutée dans le tube (ce qui donnera le titre de cette dilution), 


multipliée par le taux de dilution de 1’échantillon. 
Autrement dit : 
Ei d 
v' 


T 


ou en remplacant ¢ par sa valeur : 
2,5 v 
V 


Fee MEGS 


eee oh 
Ca es oh ey 


En pratique, lorsque lhypothése sur le titre de |’échantillon est 
exacte, il y a égalité d’opacité pour ]’étalon et l’échantillon dans 
des tubes contenant le méme volume total ou dans des volumes 


_trés voisins ne différant que de 0,025 a 0,075 cm*. Le fac- 


Vv 
teur yy sera égal 4 Lt 4 moins de 0,005 prés. I] pourra étre 
supprimé. 

La formule deviendra : 


P= 25" a 
v 


et donnera T avec une erreur inférieure a 0,5 p. 100. 
Et comme : 
2,5 x d=titre supposé dans Vhypothése (H), 
la formule devient : 


T =5 HL 
v : ; 
Le rapport — sera donné par un abaque pour tous les volumes 
v 
fictifs de v. 
REMARQUES. 


1° Chaque réaction, qui porte sur 12 tubes pour les jus 4 litre 
connu approximativement, et sur 21 tubes pour les jus a titre 
inconnu, donne ainsi 12 lectures dans le premier cas, et au moins 
7 dans le second, lectures qui se contrdélent réciproquement. Le 
titre représente done une moyenne arithmétique de toutes ces 
mesures contrairement 4 la technique ordinaire de dilution qui, 
pour le méme nombre de tubes, n’apprécie qu'un seuil. 

2° I] existe parfois des tubes aberrants. lI est facile de les éli- 
miner du calcul parce qu’ils ne s’intégrent pas dans la courbe de 
l’échantillon qu’il n’est méme pas nécessaire de tracer pour faire 
la constatation. 
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3° Lorsque la dilution de ]’échantillon est trop grande, la courbe 
devient de plus en plus tendue ; lorsque la dilution est insuffisante, 


la courbe devient au contraire de plus en plus concave et méme se — 


? | 
casse pour former presque un angle ; dans les deux cas, elle n’est | 
plus comparable avec la courbe de l’étalon. Seules, les courbes | 


de méme forme sont utilisables. a 
4° En principe, seules les parties logarithmiques sont utilisées 


quoique les autres puissent donner des résultats exacts, mais avec — 


une certitude moindre parce qu’elles ne se prétent pas aussi faci- 
lement a la vérification de leur exactitude. 


IV. — VALEUR DE LA METHODE. 
% 


L’exactitude de la méthode est vérifiée : 


1° Par la comparaison des titres multiples d’une série calculés. 


a partir de points différents de la courbe étalon ; 

2° Par l’examen de séries paralléles qui donnent les mémes 
opacités et par conséquent le méme titre ; 

3° Par la reproductibilité du titrage plusieurs jours de suite a 
la méme dilution ; 

4° Par la reproductibilité du titrage sur des dilutions différentes 
dun méme échantillon pourvu que ces dilutions ne s’éloignent 
pas de plus de 50 p. 100 du taux de 2,5 UO/cm® supposé. 

Des exemples nombreux pourraient facilement étre donnés 
pour chacun des cas. Le suivant suffira pour montrer |’exactitude 
et la souplesse de la méthode. 

Echantillon annoncé & 400 UO/em*. 


_ TITRE TROU\E 


Dilutions: effectuées-a.uses eee acetate sa aes 

4/200 249 

MoVennie= 25.) lech castes “246 

Dilutions du lendemain;. < . .- 5. .- aed > 
a) } 4/120 2466 

Moyenne wal oc eo eee 249 


En résumé : La méthode turbidimétrique constitue une méthode 
biométrique suffisamment précise pour rendre des services chaque 
fois qu’un laboratoire est appelé A faire des titrages nombreux 
et rapides. Elle ne demande que trés peu de personnel et peu de 
matériel en dehors du photométre et du bain-marie 4 grosse capa- 


cilé calorique mais exige des précautions minutieuses, notamment 
pour les dilutions. 


RECHERCHES SUR LES COMPLEXES 
PROTEINES-CUIVRE 


IV. — LE CUIVRE EN SE COMBINANT AUX PROTEINES 
DETACHE-T-IL LES LIPIDES QUI ETAIENT UNIS A CES PROTEINES? 


par Henriette BERGER et Micnen MACHEBOEUF. 


/ 


Les protéines forment avec le cuivre des complexes que nous 
avons étudiés, ici méme, dans cinq mémoires antérieurs [4, 2, 
3, 4, 5]. 

Les complexes qui se forment en milieu fortement alcalin 
(pH 8,5) sont nelttement différents de ceux qui prennent naissance 
en milieu neutre ou peu alcalin. 

En milieu alcalin, il nous est apparu [8] que le cuivre se fixe 
sur Ja chaine polypeptidique fondamentale du protéide, chacun 
des chainons : 

32g aha scat tae 


R 


subissant une tautomérisation préalable qui le transforme en : 


—C=C—NH-. 


aed 
ROL 


Il se fixe vers pH 13, environ 1 cuivre pour 4 azotes et il semble 
bien alors que tous les azotes des chaines polypeptidiques entrent 
en réaction de cette facon. Nous avons donc pensé utiliser la 
formation de complexes cuivre-protéines en milieu alcalin pour 
nous renseigner sur le réle des chaines polypeptidiques dans cer- 
taines réactivités des protéines. 

En effet, si une protéine était combinée a une autre substance 
par l’intermédiaire de ses groupements peplidiques CH-CO-NH 
et si l’on faisait agir un excés de cuivre en milieu alcalin, 2 cas 
pourraient se présenter : 

1° Le cuivre, en se combinant a la chaine peptidique, prendrait 
la place de la substance préalablement combinée au protéide et 
la détacherait. 

2° La substance combinée au protéide le resterait et empé- 
cherait ainsi du cuivre de se fixer. 
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. - . , . | 
Si, au contraire, la substance unie au protéide n’avait pas — 


réagi avec la chaine polypeptidique, mais avec d’autres fonctions | 
de la protéine, il se pourrait que |’action du cuivre ne soit pas 


modifiée et que cette action ne libére pas la substance combinée. 


Le présent travail est un premier exemple d’application de ces 
principes que nous appliquons actuellement 4 une série de réac- | 


tions des protéines. 


Ici nous nous limitons au cas des cénapses lipido-protéidiques 


et le probléme que nous abordons est le suivant : l’association 
entre protéines et lipides fait-elle intervenir les chaines polypep- 
tidiques des protéines? 

Nous avons ulilisé pour cette recherche du sérum de cheval. 
Nous l’avons alcalinisé, puis nous l’avons additionné de cuivre 
et nous avons recherché si les lipides étaient détachés des pro- 
{éines et rendus, par exemple, extractibles par un solvant tel que 
)éther. 

Nous ne nous sommes pas contenté d’opérer en milieu trés 
alcalin. Nous avons aussi opéré en milieu neutre ou peu alcalin 
pour savoir si la combinaison du cuivre aux protéines dans ces 
conditions n’agissait pas différemment sur les lipides liés, 

Nous avons essayé une série d’échantillons identiques d’un 
sérum. Nous les avons amenés par de la soude a différents pli, 
puis, pour chaque pH, nous avons saturé en cuivre les protéines 
en agitant le sérum avec un excés d’hydrate cuivrique (1). Aprés 
quinze heures, l’exces d’hydrate fut enlevé par centrifugation. 
Le sérum cuivré aux différents pH fut agité avec de ]’éther pen- 
dant quelques instants, puis laissé en contact jusqu’au lendemain 
avec l’éther. Celui-ci fut alors séparé par décantation, placé dans 
une capsule tarée et évaporé. Pour chaque échantillon nous avions 
étudié un témoin en faisant agir l|’éther sur du sérum sans cuivre, 
mais au méme pH. 

Le résidu d’évaporation de |’éther fut pesé aprés dessiccation. 
Les pH étudiés s’échelonnaient de 6 4 13. La quantité de lipides 
contenue dans chaque échantillon de sérum était de 40 mg. Or, 
l’éther n’en a jamais extrait plus de 3 mg. et les quantités 
extraites des sérums sans cuivre étaient semblables a celles des 
sérums avec cuivre. 

En somme, la combinaison du cuivre aux protéines du sérum 
entre pH 6 et pH 13 ne libére pas les lipides qui sont liés aux 
protéides sous forme de cénapses. Ce fait constitue un argument 
intéressant en faveur de la non intervention des chaines poly- 
peplidiques dans la fixation des lipides par les protéines. 


(1) Pour ces essais, nous avons utilisé de hydrate cuivrique stable 
preparé par la méthode de Pelligot. C. R. Acad. Sci., 1867, 53, 213. 
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RECHERCHES SUR LES COMPLEXES 
PROTEINES-CUIVRE 


Vv. — ETUDE DES VARIATIONS DE PH 
PRODUITES PAR L’ADDITION D’'HYDRATE DE CUIVRE 
A UNE SOLUTION DE PROTEINES 


par Henriette BERGER et Micurt MACHEBOEUF 


Dans un travail antérieur [4 et 2], ’un de nous, avec Viscontini, 
a montré que l’hydrate de cuivre se dissout dans les solutions 
de protéines sans qu’apparaisse une modification trés profonde 
du pH. Nous avons simplement dit: « Il y a au maximum une 
trés légére baisse de pH portant sur une ou deux unités de la 
premiére décimale. » Tandis que le sulfate de cuivre, par réac- 
tion avec les protéines produit une acidification aussi intense que 
celle produite par une quantité équimoléculaire d’acide sulfu- 
rique. Dans ces premiers travaux, nous n’avons pas mieux pré- 
cisé la variation de pH produite par la combinaison de l’hydrate 
de cuivre avec les protéines, car notre intérét s’était surtout 
porté sur d’autres points et, aussi, par suite de la géne apportée 
par la présence constante de petites quantités de soude dans 
Vhydrate de cuivre préparé par la méthode habituelle. Nous 
avons repris cette question en cherchant a mettre en ceuvre un 
hydrate de cuivre stable et ne contenant pas de soude. 

Nous avons utilisé, pour le préparer, une technique décrite 
dans un trés ancien travail de Pelligot [8]: Une solution de sul- 
fate de cuivre est additionnée d’ammoniaque en excés de facon 
a obtenir une solution limpide bleue foncée ; on ajoute alors de 
la lessive de soude tant qu’il se forme un précipité. Ce précipité 
est recueilli et lavé 4 eau chaude (50 a 60°) jusqu’a ce que les 
eaux de lavage ne contiennent plus trace d’ion sodium et ne 
soient méme plus alcalines au bleu de bromothymol. Le préci- 
pité cuivrique est stable et ne noircit pas comme l’hydrate de 
cuivre ordinaire. On peut le sécher sous vide ; il se présente sous 
aspect d’une belle poudre bleue qui se conserve indéfiniment. 
Cet hydrate de Pelligot se dissout parfaitement dans les solutions 
de protéines, en quantités variables suivant le pH, en donnant 
des complexes protéines-cuivre exactement comme I’hydrate cui- 
vrique ordinaire. 

Pour étudier les. variations de pH occasionnées par cette combi- 
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naison du cuivre avec les protéines, nous avons pris comme solu- 
tion de protéines, du sérum sanguin de cheval préalablement 
soumis a une longue dialyse contre de l’eau contenant 9 g. 
p- 1.000 de chlorure de sodium (afin de maintenir les euglobu- 
lines en solution). La dialyse avait été effectuée sous pression 
afin de modérer la dilution du sérum par endosmose. Notre solu- 
tion contenait environ 60 g. de protéines totales par litre. Des 
échantillons égaux de 10 ml furent amenés séparément a des pH 
divers par addition de soude ou d’acide sulfurique dilué. Les pH 
furent mesurés électrométriquement (électrode a hydrogéne) puis 


de l’hydrate de cuivre Pelligot en poudre séche fut ajouté 
(0,4 g. pour 10 ml de solution protéique). On agita pendant 


‘quelques instants, puis on laissa en contact, en tubes a centri- 


fuger bouchés, pendant vingt heures, en agitant de temps en 
temps. Aprés ce temps, l’excés d’hydrate de cuivre fut éliminé 
par centrifugation et le pH fut déterminé. Il est impossible 
d’effectuer les mesures avec une électrode 4 hydrogéne par suite 
de la présence du cuivre qui empoisonne |’électrode. Nous avons 
donc utilisé une électrode de verre qui était chaque fois étalonnée 
avec un sérum sans cuivre, 4 pH voisin, connu par une détermi- 
nation a |’électrode a hydrogéne. 

Les courbes ci-contre furent tracées grace a nos résultats expé- 
rimentaux. En abscisses sont portées les quantités de soude ou 
d’acide sulfurique exprimées en volumes de solutions normales, 
bien que, afin d’opérer 4 volume constant, nous ayons employé 
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des solutions de soude plus concentrées dans le cas des pH élevés. 
En ordonnées sont les pH. La courbe en pointillé correspond au 
sérum additionné d’hydrate de cuivre Pelligot. Nous constatons 
un abaissement A peu prés constant du pH par le cuivre de 1l’ordre 
de 4 unités de la premiére décimale du pH. Faible par conséquent, 
mais cependant un peu plus important que celui constaté par nos 
rapides essais antérieurs avec de hydrate de cuivre préparé par 
la méthode courante. Cet hydrate de cuivre banal contenait for- 
cément de petites quantités de soude puisqu’il était impossible 
de le laver aussi bien que l’hydrate Pelligot. C’est probablement 
a ce fait qu’était due la légére diminution de |’ampleur de l’acidi- 
fication. 


En somme, la combinaison de I’hydrate de cuivre avec les pro- - 


téines acidifie légérement le liquide ambiant. Ce fait est fortement 


opposé a l’intervention des fonctions acides de la protéine dans - 


la combinaison avec le cuivre. 
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SUR LE Mc TABOLISME DU GLUCOSE 
PAR LES VIBRIONS NON PROLIFERANTS 


par Jupira BLASS. 


(Institut Pasteur. Laboratoire des Instituts Pasteur coloniaux 
et Service de chimie biologique.) 


Jusqu’ici, la plupart des recherches sur le métabolisme de 
Vibrions ont été effectuées sur des microbes proliférants. Novus 
avons essayé d’étudier les microbes lavés, non proliférants, afin 
de simplifier les phénoménes observés. Nos résultats nous ont 
permis d’éclairer certains points obscurs des travaux antérieurs 
et d’infirmer certaines conclusions. 

Dans un précédent mémoire [3] nous avons déja étudié quelques 
aspects du métabolisme du glucose par des suspensions de bac- 
téries lavées, dans les conditions de la préparation de la toxine 
cholérique. Nous avons entre autres effectué l’analyse qualitative 
des produits de fermentation du glucose. 

Dans le présent mémoire, nous exposons les résultats d’une 
étude quantitative du métabolisme du glucose en aérobiose et en 
anaérobiose, effectuée sur des suspensions de bactértes, récoltées 
sur gélose, lavées puis mises en suspension dans une solution tam- 
pon posphate M/15 4 pH = 8,0. 

Nous avons déterminé : 

1° Les vitesses de fermentation en aérobiose et en anaérobiose 
en mesurant en fonction du temps les variations du pH et de l’aci- 
dité titrable, parallélement aux variations du taux de glucose 
consommeé. 

2° La nature et la proportion des produits finals. 

Dans le cas des microbes proliférants, l’adjonction d’un ali- 
ment azoté au milieu glucosé est indispensable et l’origine de cer- 
tains produits de fermentation peut élre de ce fait discutée. Dans 
le cas des microbes lavés, non proliférants, objet de notre étude, 
tous les produits de fermentation ne peuvent étre rapportés qu’au 
elucose, car le glucose constitue la seule substance organique du 
milieu. Le bilan du carbone peut étre ainsi facilement établi. 

Nos essais ont porté sur une souche de vibrion cholérique et une 
souche de vibrion El-Tor. 
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L p ER! p WTHODES ANALYTIQUES. 
APPAREILLAGE, MODE OPERATOIRE ET 


Le dispositif utilisé pour étude du métabolisme du glucose fut 
celui décrit par Friedemann et Kendall [5], pour la détermination 
du carbone et du CO, (voir fig. 1). 


Nous introduisions la suspension bactérienne soit dans un_ ballon 
Kjeldahl de 300 cm3, soit dans un ballon de 1 litre (pour les expériences 
en aérobiose) mis dans un bain-marie 4 37°. Le ballon était fermé par 
un bouchon laissant passage au tube d’arrivée du gaz et au tube de 
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reconduction du gaz. Un réfrigérant de Hopkins se trouvait sur le 
passage du gaz sortant. 

Nous introduisions la solution de glucose par le robinet A apres 
avoir soigneusement purgé l’appareil de COQ,. 

Le CO, produit était recueilli suivant la technique de Friedemann 
et Kendall dans une solution de NaOH diluée (20 cm? de NaOH 
0,5 N+50 cm* d’eau distillée exempte de CO?), contenue dans une fiole 
de Fourneau de 500 cm’, surmontée d’une tour d’absorption, munie 
de billes de verre. L’aspiration était assurée par une trompe a eau ; 
un tube de streté contenant au fond un peu d’eau était relié d’une 
part 4 la tour d’absorption du CO, et d’autre part A la trompe. Ce 
tube permettait de suivre le taux du passage du gaz a travers Vappareil. 

Dans les expériences en aérobiose nous utilisions un courant d’air 
privé de CO, par passage A travers une solution de potasse 4 30 p. 100 
et une colonne de chaux sodée. Le tube d’arrivée de l’air était muni 


METABOLISME DU GLUCOSE PAR LES VIBRIONS 887 


d’un filtre en étamine, pour assurer un meilleur barbotage de l’air. 
. Dans les expériences en anaérobiose nous utilisions pour assurer 
Vanaérobiose soit un courant d’azote, privé d’oxygéne par barbotage 
dans une solution de pyrogallate de potasse, soit une couche d’huile 
de vaseline. Dans ce dernier cas, nous ne pouvions pas déterminer le 
CO, produit au cours de la fermentation. 
‘ Les bactéries étaient récoltées sur gélose aprés dix-huit A vingt 
heures de culture 4 37°, lavées a 1’eau bidistillée par centrifugation et 
mises en suspension en solution tampon phosphate M/15 a pH=8,0. 
: Les volumes des suspensions bactériennes variaient de 50 A 100 cm‘%, 
les concentrations microbiennes variaient de 2 4 8 mg. par centimétre 
cube. 
' Les expériences étant d’une durée maximum de quatre heures, les 
conditions de stérilité n’étaient pas observées. 
' Nous dosions l’anhydride carbonique par la méthode de Friedemann 
et Kendall [5], les acides volatils par la méthode de Friedemann [4], 
l’acide lactique par la méthode de Friedemann et Graeser [6] et 1’alcool 
éthylique par la méthode de Friedemann et Klass [7]. 
La méthode de dosage du glucose était celle de Fontés et Thivolle [8]. 
A la fin de lexpérience nous ajoutions, d’aprés Friedemann, 
10 p. 100 d’acide sulfurique N afin d’arréter toute attaque du glucose 
et assurer la stérilité du liquide. 


RESULTATS OBTENUS. 


1° Vitesse de formation des acides en aérobiose et en anaérobiose. 

En suivant en fonction du temps les variations du pH et de I’aci- 
dité titrable en méme temps que les variations du taux de glucose 
dans deux essais paralléles, dont l’un effectué en aérobiose et 
V’autre en anaérobiose, nous avons pu mettre en évidence que : 

1° La vitesse de formation des acides 4 partir du glucose est 
plus faible en aérobiose qu’en anaérobiose, conformément aux 
résultats de Hirsch [44] et de Linton [43}. 

2° Par contre, la vitesse de consommation du glucose n’est pas 
tres différente en anaérobiose et en aérobiose. 

Nous avons en outre constaté que 

3° En méme temps qu’il se produit beaucoup moins d’acides en 
aérobiose, il se produit beaucoup plus de CO, pour la méme quan- 
tité de glucose consommé. 

Mais, avant d’arriver 4 ces conclusions, nos premiers essals 
furent trés décevants, car les résultats étaient presque identiques 
dans un courant d’air et dans un courant d’azote. Nous avons pu 
constater que ceci était di a la difficulté de créer des conditions 
aérobies dans les suspensions-bactériennes concentrées en présence 
de glucose. I] faut que le courant d’air soit trés intense pour que 
les différences par rapport a l’anaérobiose stricte apparaissent 
nettement. 

Voici par exemple quelques résultats obtenus avec des courants 
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dair de 1 a 2 bulles par seconde dans 80 cm? de suspension 


bactérienne. 
Tanteau I. 


g. 
t=) 
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Pour créer les conditions aérobies dans les suspensions bacté- 
riennes nous avons donc essayé d’augmenter notablement le cou- 
rant d’air en faisant passer plusieurs bulles par seconde. Nous 
avons remplacé le ballon Kjeldahl de 300 cm* utilisé dans nos 
premiers essais par un ballon de 1 litre et nous avons muni le 
tube d’arrivée d’air d’un capuchon en étamine, afin d’assurer le 
meilleur barbotage d’air. Nous avons en outre évité d’employer 
des suspensions bactériennes contenant plus de 4 mg. de bactéries 
séches par centimetre cube (1). 

Ayant introduit dans nos expériences les modifications que nous 
venons d’énumérer, nous avons alors obtenu une vitesse de pro- 
duction d’acides nettement plus faible en aérobiose qu’en anaéro- 
biose, en méme temps qu’une production du CO, plus forte, pour 
un taux de glucose consommé sensiblement égal. Nous verrons 
que cette différence était d’autant plus grande que |’aération était 
plus intense et la densité de suspension plus faible. Ainsi ne 
peut-on parler de l’aérobiose tout court mais d’un certain degré 
d’aérobiose, variable suivant les conditions. 

Nous reproduisons ci-dessous les tableaux et les courbes repré- 
sentant les résultats de deux séries d’expériences dont l'une fut 


effectuée avec le Vibrion cholérique et l’autre avec le Vibrion 
El-Tor. 


(1) Nos conclusions au sujet des difficultés d’établissement des condi- 
tions aérobies dans les émulsions bactériennes en présence de glucose 
ont recu une confirmation par les travaux tout récents que Jean 
Gallut [9] a effectués dans notre Institut. Seul un courant d’air 
intense lui a permis d’obtenir dans une culture des vibrions en pré- 
sence de glucose un potentiel redox positif. 
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VIBRION CHOLERIQUE. 


EXPERIENCE N° 6. — (Concentration micrcbienne, 3 mg. par centi- 


metre cube.) 
\ 


TarLEAU Il. — Variations du pH, de l’acidite titrable 
et du taux d: glucose consommé en fonction du temps 
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_ Ainsi qu’on peut le voir sur les tableaux et les courbes ci-contre, 
le pH diminue plus lentement en aérobiose qu’en anaérobiose. 
Dans l’expérience n° 6 avec le Vibrion cholérique, l’acidité titrable 
en centimétre cube N pour 100 cm* de suspension au bout de trois 
heures a 37° atteint la valeur de 8 en aérobiose contre 3,7 au bout 
de trois heures 4 387° en anaérobiose, alors que le taux de glucose 
consommé en grammes par litre au bout du méme laps de temps 
est légérement plus élevé en aérobiose qu’en anaérobiose. 

Signalons que dans cette expérience, nous avons obtenu en 
aérobiose 32 g. de CO, pour 100 g. de glucose consommé, chiffre 
bien plus élevé que celui obtenu dans les expériences n™-1, 2, 3 
et 4 (voir tableau IV). 

Dans les expériences avec le Vibrion El-Tor, la différence des 
vitesses de production des acides en aérobiose et en anaérobiose 
est encore plus marquée que dans |’expérience n° 6 avec le Vibrion 
cholérique. Cette différence varie d’ailleurs d’une expérience a 
Vautre ; elle est la plus grande dans lexpérience n° 8, ow la 
concentration microbienne était la plus faible et le volume total 
de 50 cm* contre 100 cm® dans les autres expériences. L’aération 
était par conséquent plus efficace dans cette expérience que dans 
les autres. Nous voyons que dans cette expérience la production 
d’acides en aérobiose s’effectue uniquement au courant de la pre- 
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Viprion Et-Tor. 


Fasteau HI. — Variation du pH, de Vacidité titrable et du taux de glucose consommé en fonction du temps. 
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mitre heure de chauffage a 37°, ensuite l’acidité ne varie plus, 
Ja fermentation devient donc nulle, alors que le glucose continue 
a €tre consommé, mais par voie de respiration, sans production 
dacides. Dans l’expérience n° 9, c’est a partir de la troisiéme 
heure a 37° que la fermentation devient nulle. 

Rappelons au sujet de la production d’acides. (« glycolyse ») du 
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2 HEURES 3 
Ficure 2. — 1, variations du pH en aérobiose; 2, variations du pH en anaéro- 
biose ; 3, variations de l’acidité en aérobiose ; 4, variations de lacidité en 
anaérobiose. vee So 


Vibrion El-Tor en aérobiose les résultats oblenus par Lin- 
ton [43]. ; 

Suivant cet auteur le Vibrion El-Tor différe du Vibrion cholé- 
rique en ce gue le premier ne produit pas d’acides aux dépens du 
elucose en aérobiose (« glycolyse nulle »), alors que le second en 
produit ; Linton opérait a l’aide du manométre de Barcroft sur 
des volumes correspondant a 0,5 cm* d’une suspension bacté- 
rienne en solution de Ringer, en présence de glucose et de bicar- 
bonate de sodium. C’est le CO, déplacé par les acides de fermen- - 
tation au bout de quarante minutes 4 37° que Linton détermine 
pour mesurer le « taux de glycolyse ». 
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Nos expériences avec le Vibrion El-Tor nous ont montré que 
la vitesse de production des acides en aérobiose dépend dune 
facon trés sensible des conditions d’aération. Cette vitesse n’était 
nulle dans aucune de nos expériences pendant les premiéres qua- 
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Ficure 3. — 1, variations du pH en aérobiose; 2, variations du pH en anaéro- 
biose ; 3, variations de l’acidité en aérobiose; variations de l’acidité en anaé- 
biose. 


rante minutes 4 37° (conditions de durée et de température de 
Linton). 


Nous parlerons plus loin de Ja controverse entre Linton et 
Baars sur le méme sujet. 


2° Nature et proportion des produits finals. 


a) Nature des produits finals. — J. Hirsch, en 1926 [44, 42] a 
indiqué, comme produits de fermentation du glucose par les Vi- 
brons cholériques proliférants sur des milieux synthétiques, les 
composés suivants : 


CO,, acide acétique, acide lactique, acide formique et alcool. 
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Nous-méme [8] avons également trouvé les mémes produits de 
fermentation du glucose en opérant sur des bactéries lavées. 

Alors que Hirsch attribue Vorigine de l’acide succinique a 
Vacide aspartique, Baars [2] croit que c’est le glucose lui-méme 
qui produit de l’acide succinique. 

La technique des « bactéries au repos » que nous avons utilisée 
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robiose; 3, variations de l’acidité en aérobiose ; 4, variations de l’acididité en 
anaérobiose. 


au cours de notre travail ne nécessitant pas ]’emploi d’une sub- 
stance azotée permet de résoudre la question de Vorigine de 


Vacide succinique. 
Nous avons dans ce but effectué les deux essais suivants : 


Premier ESSAI. — Une récolte de dix-huit heures, provenant de trois 
bottes de Roux, est émulsionnée, aprés lavage, dans 60 cm? d’une 
solution tampon phosphate 4 pH=8,0, additionnée de 2,4 g. d’aspa- 
ragine et de 1,7 cm® d’une solution de glucose & 30 p. 100 (teneur en 
glucose de la suspension bactérienne 8 p. 1.000). 
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Un essai paralléle est effectué dans les mémes conditions sans aspa- 
ragine. ant ‘ 

Apres dix-huit heures 4 37° on procéde a la recherche de 1 acide succl- 
nique d’aprés le procédé que nous avons décrit dans un mémoire pré- 
cédent [3]. Le résultat est positif dans l’expérience avec l’asparagine 
et négatif dans la deuxiéme expérience sans asparagine. Notons que 
dans les deux expériences le taux du glucose consommé était le méme : 
7 g. par litre. 


La réaction employée pour la recherche de l’acide succinique 
(précipitation de l’acide succinique par FeCl a 10 p. 100) n’étant 
pas trés sensible, le résultat négatif pourrait étre dd a une concen- 
tration en acide succinique se trouvant au-dessous de la limite de 
sensibilité de la réaction utilisée. Nous avons done cherché dans 
un deuxiéme essai a élever le taux du glucose dégradé et par la 
la concentration en acide succinique éventuellement présent. 


DeuxiiME Essa1. — Nous avons opéré comme dans le premier essai 
\ cette différence prés que la teneur initiale en glucose était de 
18 p. 1.000 et que le pH était ajusté 4 pH : 8,0 par addition de NaOH N 
toutes les demi-heures pendant les deux premiéres heures. Dans ces 
conditions, 15 g. sur 18 g. de glucose primitivement présents par litre 
ont été dégradés au bout de dix-huit heures a 37°. 


La recherche qualitative de l’acide succinique était alors posi- 
live non seulement en milieu additionné d’asparagine, mais aussi, 
a trés faible degré, en milieu non additionné d’asparagine, tandis 
qu’un témoin dans lequel la quantité de glucose consommé fut 
beaucoup moindre ne contenait pas d’acide succinique décelable 
par la réaction utilisée. Nous avons done apporté une preuve 
qualitative de la production de V’acide succinique aux dépens du 
glucose. 

Les quantités d’acide succinique produites aux dépens du glu- 
cose étant en tout cas trés faibles, nous n’aurons pas A en tenir 
compte dans nos expériences ultérieures au cours desquelles le 
taux du glucose consommé ne dépasse pas 5 g. par litre. 


b) Proportion des produits finals. — Les tableaux IV et V 
résument les résultats obtenus par le Vibrion cholérique et le 
Vibrion El-Tor. 


1° PRopuction pu CO, EN ANAEROBIOSE ET EN AEROBIOSE. 


Nous. avons constaté dans quelques essais préliminaires que 
dans un courant d’azote, pour 100 g. de glucose consommé, la 
proportion de CO, produit est de 5 g. environ. 

Dans les expériences représentées dans les tableaux IV et V 
nous n’avons pas pu indiquer la proportion de CO, produit en 
anaérobiose, car n’ayant plus de bombe d’azote a notre disposi- 
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TABLEAU IV — Détermination quantitative des produits de dégra- 
dation du glucose par le vibrion cholérique en aérobiose et en 
--anaérobiose. Expérience n° 6.) 


ae < eae a y, Z pour 100 «. Fo 
== Bo Oo aS oO © de glucose consommé | 2 
Sa Bae) 692) See | 252 | eae 3 
ag |a /Sok}/<58/S58|/So8/oss 3 
Pa CSP SI BS ae OE al = eas Bee @ 19 
a & aoolOBZo!B@so m2> ORs] o S © a [3 
3 BHO|F CSI SCES/O=HS| 455] 8 2 5 5° S 
o & BS. Sa3/45=/E05/4525/& > = =o 5 
= 8 = aoe 2, =p tra: Pe =e (cra eas oy ies O18 
ros hon Beet SB =i = Erie te a Sai le CPA (isan ie et st KS 
of ave/sseo/asoiaaeo (Bao sg 3 & O Oo |& 
5 SESeleaeeiocaeiogaloga oe Oo /° 
| rs) 2 <2? = =O C) © ® a a 
oe < <0 ° d Si as) as Ss a 
o =| rs] q 5) © 5) as) o a 
o oy o <q < < 
aérobiose. .| 5,0 |6,8] 3,0 pase tim faa | 0,27 | 0,56 | 24 |2,4] 9,014,5 | 32) 4,4 
anaérobiose.| 4,8 |6,5| 3,7 | 3,04 | 2,2 | 0,8 | 0,65 | 29]9 |44,8/6,0 


tion nous avons assuré l’anaérobiose en ajoutant une couche 
d’huile de vaseline 4 la suspension bactérienne. 

Nous avions soin d’effectuer des dosages a4 blanc du CO,, en 
opérant sur des suspensions bactériennes non additionnées de 
glucose dans les mémes conditions d’aération que dans les expé- 
riences effectuées en présence de glucose et nous déduisions les 
résultats trouvés (trés faibles) des résultats globaux obtenus en 
aérobiose en présence de glucose. 

Nous voyons sur les tableaux IV et V que la proportion du CO, 
produit en aérobiose est beaucoup plus élevée que celles trouvées 
dans les essais préliminaires. 

Cette proportion est en outre variable et fonction de l’intensité 
d’aération. Ceci prouve que le CO, dégagé en aérobiose provient 
de la respiration dont |’intensité augmente avec l’aération. 

Le résultat que nous avons obtenu corrige les conclusions de 
Hirsch et Baars. 

On ne peut pas, comme l’avait fait Hirsch [42], indiquer une 
valeur fixe 4 la proportion du CO, produit en « aérobiose » dont 
Vexcés par rapport 4 la proportion du CO, produit en anaéro- 
biose mesure, d’aprés cet auteur, la proportion du CO, résultant 
de la respiration. 

Alors que Hirsch, travaillant en aérobiose trés partielle indique 
pour CO, la valeur de 20 p. 100 de glucose, nous avons obtenu, 
en aérant beaucoup plus fortement que Hirsch, des valeurs va- 
riables, et généralement plus élevées, allant jusqu’a 70 p. 100 
lorsque l’aération était intense ainsi qu’on peut le voir sur le 


tableau V (Vibrion El-Tor). 
CO, produit, 


Baars [4] utilise le rapport moléculaire —-———___~__._ ¢al- 
glucose consommé 


SOMME 
des produits finals 


72 


896 


— Détermination quantitative des produits de dégradation du glucose 


TaBLeau VY. 


par le vibrion El-Tor en aérobiose et en anaérobiose. 
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culé en aérobiose pour différencier le Vibrion cholérique avec le 
vibrion El-Tor. Ce rapport est de 0,5 pour le Vibrion cholérique et 
de 1 pour la majorité des vibrions El-Tor. Ces derniers produisent 
done d’aprés Baars pour la méme quantité de glucose, le double 
de CO, produit par les vibrions cholériques. 

Nous avons trouvé pour ce rapport des valeurs variables, plus 
élevées que celles indiquées par Baars, allant jusqu’a 2,8 (pour 
le Vibrion El-Tor), ainsi que l’on peut le voir sur les tableaux IV 
et V. 

‘Les chiffres indiqués par Baars n’ont donc qu’une valeur stric- 
tement comparative dans les conditions d’aération utilisées et le 

2 
glucose 
cholérique d’avec le Vibrion El-Tor qu’a condition d’opérer dans 
des conditions strictement standardisées. 


rapport ne peut étre utilisé pour différencier le Vibrion 


A PROPOS DE LA CONTROVERSE ENTRE Baars et Linton. — Nous 
avons vu page 891 que Linton indique pour le taux de « glyco- 
lyse » en aérobiose du Vibrion El-Tor une valeur nulle, alors que 
le méme taux du Vibrion cholérique présente une valeur mesu- 
rable et que cet auteur mesure la « glycolyse » dans un manométre 
de Barcroft en volume de CO, déplacé du bicarbonate de sodium 
par les acides de fermentation. 

Baars [4] a contesté ces résultats en rapportant, ainsi’ que nous 
Vavons dit plus haut, que la majorité des Vibrions El-Tor pro- 
duisent plus de CO, que les Vibrions cholériques. Cependant le 
CO, mesuré par Baars en absence de bicarbonate de sodium et 
au bout de vingt-deux heures n’a pas la méme valeur que celui 
mesuré par Linton. Le CO, mesuré par Baars est réellement pro- 
duit par les microbes tandis que celui mesuré par Linton est 
produit par l’action des acides de fermentation sur le bicarbonate 
de sodium (le CO, résultant de la respiration est déduit de la 
valeur totale du CO,). Les conditions de mesures et le temps 
d’observation des deux auteurs étaient également trés différents. 

La controverse entre Linton et Baars est donc basée sur un 
malentendu. wes 


2° PRODUCTION DES ACIDES EN ALROBIOSE ET EN ANALROBIOSE. 


a) Ainsi qu’on peut le voir sur les tableaux IV et V, la produc- 
tion des acides en aérobiose est beaucoup plus faible qu’en anaé- 
robiose, parallélement a une production plus grande de CO,, bien 
que la quantité de glucose consommé ne différe pas notablement. 
La production des acides en aérobiose est d’autant plus faible et 
la production du CO, est d’autant plus grande que l’aération es} 
plus intense ; 
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b) E’acide lactique produit en anaérobiose ne représente que 
10 4 15 p. 100 du glucose dégradé. En aérobiose la proportion est 
légérement plus faible ; bie) hes, 

c) Le Vibrion cholérique et le Vibrion El-Tor produisent en 
anaérobiose, dans les conditions que nous avons étudiées, surtout 
de l’acide acétique et de l’acide formique. En aérobiose la propor- 
tion de l’acide acétique diminue notablement, mais c’est surtout 
la proportion de l’acide formique qui diminue, jusqu’a disparition 
presque complete dans certaines de nos expériences, ou Vaéra- 
tion était trés intense, d’accord avec les observations de Baars. [2] 
sur ce point. 


8° PRODUCTION D’ACETYLMETHYLCARBINOL. 


Dans les produits de dégradation du glucose par le Vibrion El- 
Tor en aérobiose nous avons mis en évidence la présence d’acé- 
tylméthylearbinol, mais les quantités étaient trop faibles pour que 
nous puissions les doser. 

Nous avons constaté l’absence d’acétylméthylcarbinol parmi les 
produits de dégradation du glucose, en aérobiose, par le Vibrion 
cholérique, mais Jean Gallut [40] a montré dans un récent 
travail que cette différence est purement quantitative, les quan- 
tités d’acétylméthylcarbinol produites en aérobiose par le Vibrion 
cholérique étant au-dessous de la limite de sensibilité de la réac- 
tion utilisée. 

D’aprés Gallut, le Vibrion cholérique produit en moyenne 
22 mg. d’acétylméthylcarbino] par litre, alors que le Vibrion EI- 
Tor en produit en moyenne quatre fois plus. 

L’acétylméthylcarbino] est absent parmi les produits de dégra- 
dation du glucose en anaérobiose aussi bien du Vibrion cholérique 
que du Vibrion El-Tor. 

En résumé : 1° En opérant sur des suspensions des microbes 
lavés, non-proliférants, d’une souche de Vibrion cholérique et 
d’une souche de Vibrion El-Tor en solution tampon phosphate, 
nous avons mis en évidence que la vitesse de fermentation du glu- 
cose mesurée par la variation du pH et de l’acidité titrable en 
fonction du temps, parallélement A la variation du taux de glu- 
cose consommé, est plus faible en aérobiose qu’en anaérobiose. 
Cette différence est d’autant plus forte que l’aération est plus 
intense dans le cas de l’aérobiose. En effet lorsque l’aération n’est 
pas produite par un intense courant d’air, il s’agit d’une aérobiose 
trés partielle. ; 

2° IL’ étude qualitative des produits de fermentation des microbes 
lavés en solution tampon phosphate M/15 a confirmé la présence 
de CO,, d’acide acétique, d’acide formique, d’acide lactique et 
d’alcool. Nous avons démontré, d’accord avec Hirsch et contraire- 
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ment a l’opinion de Baars, que l’acide succinique trouvé parmi les 


produits de fermentation du glucose par le vibrion cholérique 


provient surtout de l’asparagine ou des peptones du milieu. En 
opérant sur des microbes lavés, en absence d’asparagine, nous 
avons constaté qu’il ne se produit de |’acide succinique aux dépens 
du glucose qu’en quantités trés faibles. 

3° L’étude quantitative des produits de dégradation du glucose 
en aérobiose et en anaérobiose a montré qu’il se produit beaucoup 
plus de CO, en aérobiose qu’en anaérobiose en méme temps qu’il 
se produit beaucoup moins d’acide pour la méme quantité de 
glucose. Cette différence est d’autant plus grande que l’aération 

CO, produit 
SS 
glucose consommé 
done variable et ne peut étre utilisé pour différencier le Vibrion 
cholérique d’avec le Vibrion El-Tor qu’a condition de travailler 
dans des conditions rigoureusement standardisées. Alors que Baars 
indique pour ce rapport les-valeurs de 0,5 pour le Vibrion cholé- 
rique et de 1 pour Ja ‘majorité des Vibrions El-Tor, nous avons 
trouvé des- valeurs variables, généralement plus élevées, allant 
jusqu’a 2,8 (Vibrion El-Tor). Les chiffres indiqués par Baars 
n’ont donc qu’une valeur strictement comparative dans les condi- 
tions d’aération utilisées. 

4° L’acide lactique représente en anaérobiose 10 4 15 p. 100 du 
glucose dégradé, lacide acétique 30 4 50 p. 100, l’acide formique 
10 a 17 p. 100 et l’alcool 5 4 8 p. 100. Il se produit en aérobiose 
un peu moins d’acide lactique, un peu moins d’alcool, beaucoup 
moins d’acide acétique et surtout beaucoup moins d’acide for- 
mique. 


est plus intense. Le rapport moléculaire 
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DIX ANNEES DE TRAITEMENT ANTIRABIQUE 
A INSTITUT PASTEUR DE L’'IRAN (TEHERAN) 
1936-1945 


par M. GHODSSI. 


(Institut Pasteur de V Iran.) 


1° Au cours de l’année 1936 nous avons abandonné la méthode 


de traitement antirabique par moelles desséchées utilisée depuis - 


douze ans a ]’Institut Pasteur de Téhéran. : 

Le vaccin choisi a été pour notre pays le vaccin phéniqué pré- 
paré a partir du virus fixe (virus Pasteur) : émulsion d’encéphale 
de lapin rabique a5 p. 100 (5 g. de cerveau pour 100. cm* d’eau 
phéniquée 4 1 p. 100) sans chlorure de sodium. 

Les conditions ne permettant pas la décentralisation, le vaccin 
est utilisé en totalité sur place; aprés un séjour de vingt- 
quatre heures a ]’étuve a 37°, il est conservé en ampoules scellées 
ala glaciére 4 +4° pendant une période ne dépassant pas quatre 
mois. Le vaccin est injecté dans le tissu cellulaire sous-cutané 
(abdomen), pendant vingt jours consécutifs 4 la dose quotidienne 
de 6 cm*. Chez les mordus graves (morsures multiples de la 
face), le traitement est prolongé pendant trente jours. 


2° Comportement du virus de passage. — Le virus rabique fixe 
de |’Institut Pasteur de lIran est la souche historique de Pasteur 
apportée pour la deuxiéme fois en Iran en 1986, par le profes- 
seur R. Legroux (virus de 1.537° passage). Ce virus, a l’arrivée 
a Téhéran fut inoculé immédiatement a 2 lapins (1) par voile 
cérébrale et donna une rage paralytique classique : cing jours 
d’incubation et quatre jours de maladie, mort au neuviéme jour. 

Depuis le premier passage fait en Iran, nous avons conservé 
notre virus uniquement sur lapins ; au cours des passages nous 
avons constamment obtenu- une rage uniforme avec symptoma- 
tologie constante. Les symptémes observés sur les lapins inoculés 
sont exclusivement paralytiques. Ces derniéres années nous avons 
observé un raccourcissement sensible de la durée de la maladie 
chez les lapins inoculés, de sorte que les animaux destinés a la 
préparation du vaccin doivent étre sacrifiés au huitiéme jour aprés 


(1) La petite taille des lapins iraniens pourrait expliquer le raccour- 
cissement du délai d’incubation de la rage fixe. 


- 
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Pinoculation, au lieu du neuviéme. Ce raccourcissement est beau- 
coup plus manifeste au milieu de I’hiver et en plein été. Parfois, 
au moment des pluies (novembre, décembre), nous sommes obligés 
de sacrifier les lapins inoculés vingt-quatre heures avant le 
moment présumé de la mort a cause de la fréquence des infections 
secondaires agoniques. 

Le taux de la virulence cérébrale a été éprouvé a plusieurs 
reprises et n’a jamais dépassé 1/300.000. 

Les cerveaux entiers immergés dans la glycérine et conservés 
a la glaciére gardent leur virulence pendant un an et donnent 
réguliérement la rage avec un ou deux jours de retard, soit dans 
la période d’incubation, soit dans la durée de la maladie. 

Les moelles desséchées par la potasse en flacons Pasteur perdent 
leur virulence aprés quatre jours, tandis que les moelles de deux 
a trois jours restent toujours virulentes. Les moelles desséchées 
glycérinées ne se montrent plus virulentes aprés dix jours de 
conservation a la glaciére. 

L’inoculation dans la chambre antérieure de l’ccil du lapin 
donne en général 50 p. 100 de résultats positifs ; les injections 
sous-cutanées et intramusculaires ne donnent jamais la rage. 

Les suspensions de cerveau 4 5 p. 100, phéniquées a 1 p. 100, 
utilisées pour le traitement, sont toujours virulentes aprés vingt- 
quatre heures 4 la température du laboratoire et habituellement 
avirulentes aprés le méme temps a 37°, sauf une seule fois ow la 
rage a pu étre obtenue chez le lapin aprés douze jours d’incu- 
bation. 


3° InsuccEs DU TRAITEMENT. — 38 décés survenus au cours des 
dix années de traitement n’ont pas été enregistrés, parce que 
s’étant produits quelques jours aprés le commencement, au milicu 
ou a la fin, et rarement un 4 deux jours aprés la terminaison du 
traitement. — 

a) Toutes les morts observées sont dues aux morsures de loups 
enragés (386 décés parmi 147 blessures) sauf dans 2 cas dont ]’un 
est dQ aux morsures d’un chien et l’autre d’un chacal. 

b) Les morsures de loups sont le plus souvent du type mutilant 
et tous les facteurs de gravité : profondeur, multiplicité, nudité 
et siége des morsures (face, téte) sont souvent réunis. 

c) Les personnes qui ont succombé a la rage étaient arrivées 
a l'Institut avec un retard souvent considérable. 


Aprés. cing jours... ....+... 4 <Aprés quinze jours Shak ee 16 
A PROSISIXSJOUTS Gs ccc Gt siti. = 2  Aprés dix-sept jours. ...... 3 
ADRES SCBin| OURS a. a: es can rte sl: 4  <Aprés dix-huit JOUTS Woe ce rrretee cca dine 
MPLOSEGT x OUTS @ mr titers ya er salma 4 Apreés_vingt jours ........ 4 
Apres onze jours. ........ 3  Aprés vingt-deux jours... ... 2 
Apres treize jours ... .... 2 Aprés vingt-neuf jours. ..... 2 


Aprés quatorze jours. ....... 2 Apres trente-deux jours ..... 4 
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° PARALYSIES POST-VACCINALES. — En ce qui concerne les para- 
ta sies post-vaccinales, nous n’en avons observé aucun cas typique 
pendant dix années du traitement sur 2.135 vaccinés. 


5° Accipents syNcopaux. — Au cours des années du traitement, 
nous avons observé plusieurs fois l’accident syncopal qui se pro- 
duit a la suite de l’introduction du vaccin dans la circulation. Ce 
phénoméne bien connu dans Ja plupart des Instituts ou on emploie 
le vaccin phéniqué se déclenche subitement lors de |’injection ou 
quelques secondes aprés. 


6° ETAT ACTUEL DE LA RAGE EN IRAN. — La rage est enzootique 
dans presque toutes les provinces de |’Iran ; nous l’observons de © 
temps en temps chez les chiens, les loups, les chacals, sous une 
forme sporadique qui a sa répercussion sur VPhomme. Les chats, © 
les solipédes, les ruminants et les singes aussi ont mordu plusieurs 
personnes pendant ces dix derniéres années ; les blessés sont sou- 
mis au traitement antirabique a titre de prudence, sans que la 
rage ait été constatée chez Vanimal mordeur. 

‘Aucune poussée épizootique n’a été observée dans les dix der- 
niéres années et les cas de rage chez les animaux sont le plus 
souvent restés isolés. 

Deux provinces de |’Iran (Azerbaidjan et Kerman) et la grande 
ville centrale (Ispahan) n’ont eu aucun accident rabique pendant 
ces derniéres années. Cette absence de rage ne parait qu'une 
question de hazard, aucune mesure prophylactique particuliére 
nayant été prise dans ces provinces. Mais, en général, les villes 
sont trés espacées en Iran et quelquefois séparées par des régions 
plus ou moins désertiques (spécialement A Kerman), Cette condi- 
tion géographique a établi une sorte de quarantaine naturelle, 
empéchant le transfert des chiens errants, ce qui peut garder 
une région pendant longtemps a l’abri de la rage ;. par ailleurs, 
les Iraniens n’ont pas l’habitude d’emmener les chiens dans leurs 
déplacements. Un décret ministériel semblable A ceux qui existent 
dans les autres pays, fixe les mesures prophylactiques contre la 
rage en Iran. Cette législation adoptée en 1940 par les ministéres 

de l’Intérieur et de la Justice est appliquée par les médecins et 
les vétérinaires de ]’Etat. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICRUBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 3 avril 1947. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


RECHERCHES SUR LA MICRO-FLORE AEROBIE 
DE DIVERS SOLS D’A. 0. F. 


par JACQUES POCHON et Yao-tsenc TCHAN. 


‘Les 42 échantillons que nous avons examinés ont tous été prélevés (1), 
en surface, dans des terrains trés divers, en Céte d'Ivoire : humus de 
forét primaire et de forét secondaire, savane et savane aprés incendie de 
défrichage, terres de plantation (quinquina, cacao, bananerie, pal- 
meraie), terreau de feuilles, terre de termitiére, débris de bois pourri... 

Notre étude a jusqu’A présent porté sur la micro-flore fixatrice 
aérobie (Azotobacter), la micro-flore oligonitrophile, la micro-flore 
cellulolytique aérobie. Pour chaque échantillon les ensemencements 
et les cultures ont été réalisés 4 28° (température normale pour 1’étude 
de la micro-flore du sol) et A 45°, en vue de mettre en évidence la 
présence éventuelle de germes adaptés aux conditions tropicales. Ces 
ensemencements ont été faits avec la flore totale (grains de terre) sur 
milieux électifs au silico-gel additionné de corps azotés ou carbonés 
divers. er hes 

1° Azotobacler. — Ensemencement de la terre sur plaque de silico- 
gel au pyruvate de sodium (1 p. 100), sans azote organique ni minéral. 
A 45° nous n’avons observé aucune culture de fixateurs aérobies. A 28° 
les colonies d’Azotobacter ne sont jamais trés nombreuses (10 a 40 p. 100 
de grains donnant une culture) ; ces germes se rencontrent surtout 
dans les humus de forét ou de plantation et dans les savanes humides. 

2° Oligonitrophiles. — Ensemencement sur plaques de silico-gel au 
pyruvate de ‘sodium sans addition d’azote organique ni minéral, 
Vammoniaque nécessaire étant apporté par l’atmosphére du laboratoire 
ou la tension d’ammoniaque est suffisante pour que les milieux de 
cultures contiennent un taux d’azote de l’ordre de 5 4 10 y par centi- 
métre cube. Les résultats les plus intéressants ont été obtenus a 45° ; 


(1) Mission A. R. Prévor, 1946. 
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nous avons isolé des souches A pigment rose saumoné présentant des 
caractéres biologiques trés particuliers (espéces nouvelles) et un bacille 
gommeux classique. A 28° les souches d’oligonitrophiles isolées sont 
beaucoup plus nombreuses et a type de cocco-bacilles, apigmentaires ou 
\ pigment jaune. Enfin, d’un échantillon de bois pourri, nous avons isolé 
un actinomycéte oligonitrophile. 

3° Microflore cellulolytique. — Ensemencement sur plaque de silico- 


gel recouverte d’une feuille de papier filtre ; azote fourni sous forme » 


de nitrates. A 45° nous n’avons isolé que des actinomycétes et des 
champignons ; plusieurs espéces nouvelles sont en cours d’étude. A 28° 
la flore des actinomycétes est beaucoup plus abondante que dans les 
terrains européens moyens ; les Cytophaga sont nombreux et présentent 
des caractéres assez particuliers : formation extrémement précoce de 


microcystes ; les formes filamenteuses sont déja rares dans les cultures = | 


de trois A quatre jours. Les espéces mobiles (Cellvibrio) sont moins 
abondantes. 

En conclusion, il est déja possible de mettre en évidence deux faits 
saillants, importants pour la biologie des sols étudiés. C’est, d’une part, 
la richesse de la flore oligonitrophile : aux températures normales la 
fixation de l’azote moléculaire par les Azotobacter se poursuit comme 
dans les climats tempérés, mais dés que la température du sol s’éléve, 
ces Azotobacter deviennent inactifs ; c’est alors que les oligonitrophiles 
peuvent encore fixer de 1l’azote ammoniacal sous faible tension, qui, 
par diffusion dans ]l’atmosphére, serait perdu pour le sol. C’est, d’autre 
part, l’importance des actinomycétes dans la flore cellulolytique : Ils 
restent seuls actifs 4 une température élevée. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


ETUDE DU POUVOIR BACTERIOSTATIQUE 
OU BACTERICIDE DES SAVONS DES ACIDES GRAS 
DE L’HUILE DE FOIE DE MORUE 
POUR LE BACILLE TUBERCULEUX, LE STREPTOCOQUE, 
LE PNEUMOCOQUE ET QUELQUES AUTRES MICROBES 


par J. SOLOMIDES et A. HIRSCH. 


Dans une précédente note, nous avons montré que les solutions 
savonneuses des acides gras de l’huile de foie de morue ont, dans cer- 
taines conditions bien déterminées, un pouvoir bactériostatique consi- 
dérable, pouvant inhiber le développement du staphylocoque & des taux 
de dilution de l’ordre de 1/9.000.000 (1). L’un de nous a aussi établi 


(1) J. Sotomipts et A, Hirscu, Soc. Microbiol. 


= d . 
séance du 6 mars 1947. e Langue francaise, 
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que le pouvoir bactériostatique vis-d-vis du méme germe des savons 
des acides gras de diverses huiles augmente avec ]’indice d’iode de ces 
acides (2). Nous rapportons aujourd’hui les résultats obtenus en titrant 
par la méthode des dilutions l’activité antibactérienne des savons des 
acides gras de l’huile de foie de morue vis-a-vis de certains autres 
microbes : streptocoque, pneumocoque, bacille tuberculeux, Bacillus 
subtilis, colibacille, bacille typhique et bacille de Shiga. Nous avons 
employé pour ces titrages des solutions savonneuses aqueuses ou alcoo- 
liques préparées de la fagon indiquée dans notre premiére note (1). 

Streptocoque. — Nos titrages ont été effectués en bouillon ordinaire 
additionné de 1/100 d’alcool. Aprés dilutions successives de la prépara- 
tion étudiée dans des tubes contenant du bouillon ordinaire alcoolisé, 
nous ensemencons chaque tube ainsi que deux tubes témoins ne conite- 
nant pas de savon, avec 0,2 cm*® d’une culture de streptocoque de 
vingt-quatre heures. La lecture des résultats se fait le lendemain 
aprés dix-huit heures d’étuve et les jours suivants. Les taux de dilution 
des préparations savonneuses employées capables d’inhiber le dévelop- 
pement de ce germe varient pour les dix-huit premiéres heures entre 
1/90.000.000 et 1/900.000.000. A ces dilutions extrémes un développe- 
ment se produit au bout de vingt-quatre heures, mais il ne se produit 
pas de développement 4 des dilutions de l’ordre de 1/9.000.000 méme 
aprés trois ou quatre jours d’étuve. Le streptocoque ne semble pouvoir 
survivre en présence de 1/9.000.000 de savon. 

Pneumocoque. — Nous avons employé exactement la méme technique 
de titrage et nous avons observé que l’inhibition du développement 
du pneumocoque (type I) peut étre obtenue 4 des dilutions considé- 
rables variant entre 1/900.000.000 et 1/9.000.000.000, pour les dix-huit 
premiéres heures d’étuve et a 1/90.000.000 méme aprés le troisiéme 
ou quatriéme jour d’étuve. Nous avons établi aussi que les mémes 
résultats peuvent étre obtenus en bouillon ordinaire non alcoolisé. 

Bacille tuberculeux. — L’étude du développement des voiles tuber- 
culeux en surface en bouillon glycériné contenant du savon, s’est 
heurtée 4a de grande difficultés par suite de la grande variabilité des 
résultats, variabilité constatée déja par Walker et Sweeny (3) dans leurs 
recherches sur l’action des savons des acides gras de l|’huile de chaul- 
moogra sur le développement du bacille tuberculeux en surface. D’une 
facon générale l’inhibition compléte du développement du bacille tuber- 
culeux peut étre obtenue dans ces conditions a des dilutions de l’ordre 
de 1/10.000 en présence ou en l’absence d’alcool. 

Des résultats plus intéressants et plus nets ont été obtenus en étu- 
diant l’action des produits savonneux sur les bacilles tuberculeux du type 
humain ou bovin, immergés au fond de tubes contenant du bouillon 
glycériné faiblement alcoolisé ou non alcoolisé et des quantités décrois- 
santes de savon. Les bacilles ainsi traités ainsi que les bacilles suspendus 
dans des tubes témoins contenant du bouillon glycériné sans savon, 
avec. ou sans alcool, sont repiqués tous les deux jours environ sur 
milieu de Léwenstein pendant plus de quinze jours. La lecture des 
résultats se fait un mois aprés le dernier repiquage sur milieu de 
Liéwenstein. On observe que, d’une facon générale, les repiquages 


(2) A. Hirscn, C. R. Soc. Biol., 1947, 444, 222. 
(3). WaLkeR et Sweeny, J. inf. Dis., 1920, 26, 238. 
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successifs restent stériles aprés le deuxitme jour pour les taux de 
dilution de 1/10.000 de savon, aprés le quatriéme ou sixiéme jour 
pour les taux de 1/30.000 et enfin aprés le huitiéme ou dixiéme jour 
pour les taux de 1/50.000. Bien entendu, tous les repiquages effectues 
4 partir des tubes témoins donnent naissance a d’abondantes colonies 
tuberculeuses. 

Autres microbes. — Le Bacillus subtilis, le colibacille, le bacille 
typhique, le bacille de Shiga se sont montrés réfractaires 4 1’action 
des savons des acides gras de l’huile de foie de morue, méme a des 
concentrations relativement élevées (1/5.000). 

Conclusions. — Le streptocoque et le pneumocoque se sont montrés 
extrémement sensibles A l’action des solutions savonneuses des acides 
eras de l’huile de foie de morue. L’inhibition de leur développement | 
peut étre obtenue A des taux de dilution de 1/900.000.000 pour le pre- _ | 
mier de ces germes (le streptocoque) et a 1/9.000.000.000 pour le 
second (le pneumocoque I) et leur inaptitude définitive au développe- 
ment, trés vraisemblablement leur mort, a des dilutions dix 4 cent © 
fois moins élevées. 

Alors que le pouvoir bactériostatique des émulsions étudiées sur les 
voiles tuberculeux est trés variable et, en général, relativement faible 
(dilution active: 1/10.000) l’action de ces émulsions s’est montrée 
fortement bactéricide sur les bacilles tuberculeux immergés dans le 
bouillon glycériné (au bout de dix jours environ a des taux de dilu- 
tion de 1/50.000). 

A l’opposé de ce que nous avons vu pour le staphylocoque, la pré- 
sence de l’alcool n’est pas indispensable pour |’activité antibactérienne 
des émulsions savonneuses étudiées vis-a-vis du pneumocoque et du 
bacille tuberculeux. 

Parmi les autres microbes étudiés, le Bacillus subtilis, le colibacille, 
le bacille. typhique et le bacille de Shiga se sont montrés insensibles 
a l’action des produits savonneux des acides gras de l’huile de foie de 
morue que nous avons étudiés. 


(Unstitut Pasteur, Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose 
et Laboratoire des Corps gras de Bellevue.) 


ISOLEMENT DE BACTERIOPHAGES SPECIFIQUES 
POUR DES STREPTOCOQUES LACTIQUES 


par M's J, JOSSE. 


Nous nous sommes proposé, sur les conseils de M. le protes- 
seur Lemoigne, d’entreprendre ]’étude des caractéres que doivent pré- 
senter les streptocoques lactiques pour étre de bons ferments lactiques. 

I] nous a paru intéressant, fant au point de vue bactériologique 
qu’au point de vue intérét pratique, de commencer cette étude par 
Yaction des bactériophages sur les ferments lactiques. 

Ce probleme des bactériophages des ferments lactiques a été étudié 
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en France par M. Mazé (1), par Whitehead (2), Hunter (3), Anderson 
et Meanwell en Angleterre, par Mosimann et Ritter en Suisse. 

Les souches de ferments lactiques employées semblent appartenir 
au groupe Streptococcus lactis bien que certaines ne présentent pas 
tous les caractéres propres 4 ce groupe. 

Six des souches (I,, L,, L,, I,, I,, I,,) ont été isolées d’une créme de 
la région d’Isigny, deux autres (B,, B,) proviennent de beurres’ de 
fermes de Normandie, et la derniére (C,) d’un beurre fermier de la 
région de la Somme. 

Pour trouver des bactériophages actifs sur ces souches nous avons 
entrepris dans le laboratoire de M. le D™ Wahl et sur ses conseils les 
recherches suivantes : 

1° Recherche du pouvoir lysogéne des souches de ferments lactiques. 
— Le fait a été observé une seule fois pour une des souches par rap- 
port a une autre (B, sur I,) et n’a pu étre reproduit. 

2° Isolement des phages 4 partir de l’eau d’égout. — Les premiers 
isolements de bactériophages furent faits a partir de l’eau d’égout 
(Clichy) ; la méthode d’isolement est la suivante : les 9 souches sont 
groupées 3 par 3, chaque groupe de 3 est emsemencé dans un 
ballon, contenant 30 cm® d’eau peptonée glucosée a 30 p. 100 et 30 cm? 
d’cau d’égout. On laisse les 3 ballons cing heures a 1’étuve a 35°. 

On. préléve quelques centimétres cubes de chaque ballon dans un 
tube, les 3 tubes sont portés au bain-marie A 56° pendant une demi- 
heure pour tuer les germes. On a ainsi 3 préparations pouvant 
contenir des phages. I goutte de chacun est étalée sur plaque de gélose 
nutritive glucosée avec chacune des souches de ferments lactiques | 
correspondantes et mise a l’étuve. On observe un phénoméne de lyse 
totale dans 8 boites, une seule boite ensemencée avec la souche I, n’est 


- pas lysée. On en conclut que l’eau d’égout contient des bactériophages 


spécifiques des ferments lactiques utilisés. 
On obtient des plages distinctes en employant des dilutions de 
8 préparations sur les ferments lactiques. Chaque boite présente un 


. mélange de plages de taille différente. L’isolement des phages a été 


fait par la méthode des isolements en série 4 partir d’une plage. Six 
isolements au minimum ont été faits pour chaque bactériophage. Ils 
ont été considérés comme purs apres ces 6 isolements et aprés avoir 
obtenu une seule plage sur chaque boite ou du moins quelques plages 


de méme taille trés éloignées les unes des autres. Malgré cela, dans 
plusieurs cas, la taille des plages n’était pas uniforme et il semble 


que certains phages donnent des plages de taille inégale. 
Un bactériophage a trés grandes! plages n’a pu étre isolé par cette 


»méthode mais a demandé une technique spéciale sur laquelle nous 


reviendrons dans une publication ultérieure. 

Ces grandes plages qui interféraient et couvraient la superficie de la 
boite masquaient d’autres bactériophages a plages de taille différente ; 
il en a été en effet isolé deux autres sur la méme préparation. D’autre 
part sur ces trés grandes plages apparaissaient des cultures secon- 
daires qui étaient lysées par un bactériophage de plus petite taille. 


(1) P. Maz#, C. R. Soc. Biol., 1941, 135, .807. 
(2) H. R. Wurreneap et G. J. E. Hunter, J. Dairy Res., 1939, 10, 403, 409. 


(3) G. J. E. Hunver, J. Hyg., 1946, 44, n° 4, 
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On a obtenu la lyse des souches sensibles par leurs bactériophages en | 
eau peptonée ou en bouillon, un seul de petite taille agissant sur la | 


souche I, ne s’est pas multiplié quel que soit le milieu employé ; eau 
peptonée ou bouillon, les deux milieux étant glucosés ou non. 

Au total 11 souches de bactériophages ont été isolées. 

Il fallait voir si ces 11 souches appartenaient a différentes races. Pour 
l’établir nous avons étudié : 

1° La gamme d’action sur les 9 souches de ferments lactiques ; 

2° La résistance croisée. 

1° Le tableau suivant donne la gamme d’action ; on voit que les 
souches de phages peuvent se diviser en 5 groupes, chaque groupe 
étant actif sur les mémes souches de ferments: lactiques. 


x 


Seule la souche de ferments lactiques I, est résistante a ces phages. 


Les souches I,, I,, C; se montrent sensibles 4 un plus grand nombre 


de phages que les souches I,, I,, I,,, B,, B,. 
2° Pour l’étude de la résistance croisée, l’isolement des souches résis- 


tantes &4 chaque souche de bactériophage a été fait, puis chaque souche- 
résistante a été mise en contact avec les bactériophages présentant la ~ 


méme gamme d’action sur les mémes souches de ferments lactiques, 
aucun phénoméne de lyse n’a été observé. 

D’aprés l’étude de la gamme d’action et de la résistance croisée on 
peut conclure presque certainement que les souches de bactériophages 
agissant sur les mémes souches de ferments lactiques appartiennent 
a la méme race. Au total nous aurions 5 races de bactériophages. Ce 
travail est une premiére étape et ces bactériophages vont nous servir 
pour étudier leur action sur les ferments lactiques. 


Unstitut Pasteur. Service du Bactériophage 
et Service des Fermentations.) 


Gammes d’action des souches des bactériophages 
sur les souches de ferments lactiques. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur: 


Technique turbidimétrique appliquée au contréle de la pro- 
duction de la pénicilline, par H. Veru et J. Mam. 


Sur linhibition de l’adaptation enzymatique chez une bac- 
térie (E. coli) infectée par bactériophage, par J. Monop et 
E. Woman. 


Une nouvelle méthode en microbiologie végétale. Premiers 
résultats avec Phytomonas tumefaciens, par B. Rysax. 


Etude sur la réaction de Stickland. I. Action inhibitrice du 
glucose, du pyruvate et de la pénicilline, par M. Raynaup et 
F. Gros. II. Caractéres de l’action inhibitrice de la pénicil- 
line, par M. Raynaup, B. Nisman et G. N. Conen, 


Séance du 8 mai 1947. 


Présidence de M. MaGrou. 


COMMUNICATIONS 


ETUDES SUR LA CICATRISATION 


_ A PROPOS DES SERUMS CYTOTOXIQUES. 
ACTION DUN IMMUNSERUM (TYPE BOGOMOLETZ) 
SUR LA CROISSANCE DES FIBROBLASTES CULTIVES /N V/TRO 


par E. LASFARGUES et A. DELAUNAY. 


Dans des.communications précédentes, nous avons présenté les pre- 
miers résultats que nous avions obtenus en étudiant, avec la méthode 
des cultures de tissus, certaines réactions antigéne-anticorps (1). Nous 
les rappellerons briévement. L’addition de sérum de cheval 4 des cul- 
tures de tissus provenant d’un animal immunisé par ce serum favo- 
rise le développement cellulaire (macrophages et fibroblastes), Du 
sérum de lapin antileucocytes de cobaye — sérum non dilué — ajouté, 
in vitro, & des cultures de fragments de rate de cobaye, entraine la 


(1) Ces Annales, 1946, 72, 828. 
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mort de ces fragments. Ce sont les nouvelles observations que nous 
venons de recueillir dans le méme domaine de recherches que nous 
désirons exposer aujourd’hui. : ; 

Nous avons préparé dans un premier temps, chez le lapin, un anti- 
scrum type Bogomoletz (sérum anti-réticulaire) a Vaide du_ tissu 
hématopoiétique de cobaye. Pour cette immunisation, nous avons 
suivi trés fidélement les indications données par Reuben Straus et 
ses collaborateurs (2). L’antigéne renfermait en poids 3 parties de rate 
de cobaye et 1 partie de moelle osseuse du méme animal. Ces tissus 


étaient soigneusement broyés au mortier en présence d’une quantité . 


de Ringer déterminée (5 cm® de Ringer pour 1.g. de tissu). Enfin, une 
centrifugation & 4.000 tours pendant dix minutes nous permettait de 
nous débarrasser des débris cellulaires et de ne conserver que le liquide 


surnageant. Ce liquide a été injecté A 6 reprises, chez des lapins, par - 


voie intraveineuse puis intrapéritonéale, A doses croissantes : 1,25 cm°, 


2,25 cm3, 2,5 cm’, 10 cm3, 14 cm’, et 30 cm*. Un intervalle de trois | 


jours séparait chaque injection. Une semaine aprés la derniére injec- 
tion, le seul lapin survivant (sur 10 animaux qui avaient été soumis 
4 notre immunisation) a été saigné A blanc. Le titre des anticorps ren- 
fermés dans son sérum a été déterminé par notre collégue R. Laporte, 
que nous tenons A remercier ici, grace a la réaction de Kolmer modifiée. 
Le sérum en cause bloquait de 200 & 250 unités de complément. 

L’action de cet immunsérum en cultures de tissus a été étudiée 
dans différentes conditions. 

1° Action de Vimmunsérum sur des fragments de rate de cobaye 
ensemencés pour la premiére fois. — Lorsque le milieu de culture ot 
se trouvaient placés les fragments était constitué en parties égales 
par du plasma de cheval normal (plasma frais) et l’immunsérum non 
dilué, la migration des cellules mobiles 4 partir de l’explant a été 
irréguliére. Parfois elle a été inhibée, parfois elle s’est faite normale- 
ment. Elle était, en revanche toujours convenable lorsqu’on opérait 
avec V’immunsérum dilué au 1/1.000, au 1/10.000, au 1/100.000. 

Des faits comparables ont été observés dans un milieu renfermant 
a la fois du plasma et un extrait de rate de cobaye et notre immun- 
sérum a différentes dilutions. 

2° Action de l’immunsérum sur des cultures de fibroblastes et de 
macrophages de cobaye. — Ces cultures provenaient de fragments de 
rate de cobaye repiqués un certain nombre de fois en milieu normal 
(plasma et extrait de rate de cobaye). Lors d’un nouveau repiquage, 
elles étaient mises dans un milieu renfermant, A parties égales, du 
plasma de cheval frais et notre immunsérum plus ou moins dilué. 
En présence d’immunsérum pur ou dilué au 1/10 ou au 1/100, toute 
croissance cellulaire a été empéchée. Pour les dilutions supérieures 
(par exemple, dilution au 1/1.000) cette croissance n’a plus été entra- 
vée mais, au contraire, elle a été excitée. Enfin pour des dilutions 
encore plus hautes (1/10:000, 1/100.000, 1/1.000.000) les résultats ont 
cessé d’étre nets : les cultures obtenues alors étaient dans leur ensemble 


comparables aux cultures témoins faites en présence de plasma de 
cheval seul. 


(2) J. Immunol., 1946, 54, 155. 


n 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE O14 


Cette fois encore, des faits analogues ont été observés dans des 
milieux de culture ot un mélange de plasma et d’extrait de rate de 
cobaye remplacait le plasma de cheval. Egalement, dans ce cas, des 
dilutions d’immunsérum au 1/1.000 ont excité nettement la croissance 
cellulaire. 

Tels sont, briévement exposés, nos résultats. Ils complétent ceux 
que nous avons déja obtenus en étudiant l’action d’un sérum cyto- 
toxique sur des cultures de tissus (1). Ils concordent avec ceux qu’ont 
publiés les savants russes A. D. Timofeewsky et S. V. Benevolenskaya, 
étudiant, en cultures de tissus, le sérum de Bogomoletz lui-méme (38). 
Ils soulévent enfin un certain nombre de questions sur lesquelles nous 
dirons quelques mots en terminant. 


* 
* * 


Le fait le plus intéressant que nous ayons constaté est le suivant : 
notre immunsérum, a certaines dilutions, a favorisé la croissance de 
nos cultures. 

Comment expliquer l’action de ces faibles dilutions? 

a) On peut mettre en cause certains facteurs stimulants, absolument 
non spécifiques (complément, facteur A de Simms, etc.) que semblent 
renfermer tous les sérums frais et qui, expérimentalement — c’est un 
fait d’observation courante dans notre laboratoire — rendent ceux-ci 
capables d’exciter la croissance des tissus cultivés in vitro. Dans 
lVimmunsérum pur, linfluence de ces facteurs serait masquée par 
celle. des anticorps cytotoxiques. Dans le sérum convenablement dilué 
au contraire, elle parviendrait A se manifester encore, alors que toute 
action nocive des anticorps a été supprimée. 

b) On peut aussi plus :*simplement incriminer une combinaison 
antigéne-anticorps, ces substances se irouvant placées dans la culture 
a une concentration optima. Cette seconde hypothése parait plausible 
dés qu’on se rappelle les réactions conjonctives intenses — atteignant 
a la fois les macrophages et les fibroblastes — qui se développent chez 
les sujets allergiques soumis 4 une nouvelle injection de l’antigéne 
spécifique. La combinaison antigéne-anticorps qui se produirait au 
niveau des cellules augmenterait leur métabolisme et certaines subs- 
tances cataboliques rejetées dans le milieu ambiant se comporteraient 
comme de véritables facteurs de croissance pour ces cellules (tréphones). 
Certes, ce n’est 14 qu’une hypothése, mais c’est une hypothése vrais- 
semblable. 

Quoi qu’il en soit, il nous a semblé que nos observations méri- 
taient d’étre rapportées 4 un moment ot l’emploi, dans certains cas, 
de sérums cytotoxiques est & nouveau préconisé, et ot l’on tente, par 
ailleurs, d’expliquer la production d’artérites, de néphrites, de pneu- 
monies, etc... par l’entrée en jeu de réactions antigéne-anticorps. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


e 
(3 J. Med. Ac. Se. Uk. U.R.S.S., 1940, 10, n° 4. 
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TECHNIQUE SIMPLE POUR L’OBSERVATION /W V/VO 
DES REACTIONS VASO-MOTRICES CUTANEES 


par P. BOQUET, Y. LEHOULT et A. GUICHARD. 


Tous les expérimentateurs qui ont étudié l’inflammation, Panaphy- 
laxie, l’allergie et divers syndromes tels que le choc, |’envenimation 


Fic. 4. — Les petits vaisseaux de la peau de l’oreille du lapin. Artérioles et 
veinules & l'état normal (les artérioles sont indiquées par une fléche). 


ou certaines intoxications microbiennes, connaissent |’importance des 
phénoménes circulatoires qui les caractérisent. Mais l’observation des 
petits vaisseaux de la peau sur |’animal vivant est une opération déli- 
cate. L’examen par transparence des artérioles et des veinules de 
Voreille du lJapin, du cobaye ou de la souris est une méthode irés 
imparfaite. ° 


Une technique élégante et précise a été mise au point par Sandison (1) 


(1) J. B. Sanvison, Am. J. Anat., 1928, 44, 447. — Anat. Rec., 1928, 40, 41. 
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et par Clark (2). Récemment perfectionnée par Ebert, Florey et Pullin- 
ger (8), elle consiste a isoler, dans une cellule en matiére plastique 
transparente, les bords d’une plaie faite A Voreille du lapin. Les réac- 
tions du tissu cicatriciel et des vaisseaux formés dans la cellule sont 
ainsi facilement décelables par un simple examen au microscope. 

Mais le développement du réseau vasculaire dans la cellule de Clark 
est lent et la pose d’une cellule nécessite un outillage spécial. 

Afin de pouvoir observer pendant plusicurs heures et sans prépara- 


r anieos 


Fie. 2. — Méme région. Constriction artériolaire. 


tion préalable les modifications des vaisseaux cutanés du lapin sous 
l’influence de substances diverses, nous avons €u recours 4 la technique 
que voici : 

L’animal d’épreuve, un jeune lapin albinos de préférence, est immo- 
bilisé au moyen d’une bande de toile enroulée, laissant la téte libre. 
On préléve, sur la face interne de 1]’extrémité supérieure d’une de ses 
oreilles, un carré de peau de 1 cm. 4 1 cm. 1/2 de cété. Dans le car- 


(2) E. R. Crarx, H. T. Krrsy Suita, R. O. Rex et R. G. WritiAms, Anat. 
Rec., 1930, 47, 187; E. R. Crark et E. L. Crarx, Am. J. Anat, 1932, 54, 49. 
(3) R. H. Exsert, H. W. Frorey et B.D. Puttincer, J. Path. a Bact., 1939, 


48, 78. 
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tilage sous jacent, on découpe puis on détache avec précaution, un 
second carré égal au premier. Le réseau vasculaire profond de la face 
externe de l’oreille est ainsi mis 4 nu. Il apparait par transparence a 
la surface d’une mince lame de peau qu’on fixe avec des épingles sur 
‘un support de liége percé d’un trou. On lave la préparation au liquide 
de Ringer ou A l’eau physiologique tiéde et on l’examine, sans lamelle, 
. au microscope, avec un objectif A sec et un oculaire faible (4). 

Les vaisseaux de l’oreille du lapin se détachent avec netteté sur deux 
plans. L’un est formé de veinules aux parois minces, l’autre, d’arté- 
rioles qui s’en distinguent par leur gaine de fibres musculaires. Dans 
les mailles de ces réseaux apparaissent d’autres vaisseaux de petits 
calibre, dont certains, comme les capillaires, ne livrent passage qu’a 
une seule file de globules rouges et d’une maniére intermittente. Sous 
l’influence d’agents physiques (température) ou chimiques (adrénaline, 
histamine) les artérioles se dilatent ou se contractent alors que les 
veines ne participent pas a ces réactions. On peut ainsi suivre au 
microscope et enregistrer photographiquement les phénoménes vaso- 
moteurs. Cette technique permet également d’observer la rapidité du 
courant sanguin et Ja fréquence du passage des leucocytes dans les 
ramifications vasculaires. En maitenant une humidité constante, A la 
surface de la plaie, l’examen de l’oreille peut étre prolongé pendant 
plusieurs heures. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


DIFFERENCIATION RAPIDE DES ENTERO-BACTERIACEES 
SANS ACTION SUR LE LACTOSE 


par F. ROLAND, Mle D. BOURBON et Mm S. SZTURM. 


Dans un article précédent, 1’un -de nous (4) insistait sur 1’impor- 
tance des milieux inhibiteurs récents et signalait 1’intérét de milieux (5) 
qui permettent un diagnostic rapide, par exemple le milieu urée-tryp- 
tophane qui fait l’objet de cette note. 

En vingt-quatre heures, dés l’isolement, l’attaque du lactose par les 
seuls bacilles du célon permet déja une classification. Dans un examen 
de selles, parmi les bacilles Gram négatifs n’utilisant pas le lactose, 
lVintérét s’attachera d’une facon trés différente d’une part aux Shigella 
et Salmonella, germes hautement pathogénes, d’autre part aux Proteus 
et aux paracolons le plus souvent saprophytes. 

Les bacilles du genre Proteus sont rapidement identifiés car ils ont 
une uréase qui décompose l’urée en milieu tamponné. Cette particu- 
larité se retrouve chez quelques paracolons, Escherichia intermédiaires, 
Aerobacter et chez Shigella alkalescens, mais seulement en milieu peu 
tamponné (6). 

Au contraire, la présence d’uréase en milieu tamponné n’est mise 
en évidence qu’avec les bacilles Proteus et certains paracolons. 


(4) Objectif 8 de Zeiss ; oculaire x 5 ou x7 
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Ce test de l’uréase doit étre complété par la recherche de 1’indole. 
Les bacilles du genre Proteus (excepté ceux de l’espéce Proteus mira- 
bilis) et la plupart des paracolons, produisent de 1l’indole. 

Nous avons recherché la présence d’uréase et d’indole dans un seul 
milieu, milieu de Fergusson (2) que nous avons modifié en ajoutant 
0,3 p. 100 de 1. tryptophane : 


EZUUYDLOD HONG] Miiacis to tti Obes Site cts aes. Gay. skh 0,3 g. 
KH,PO, SMe etoMeg SF Oo mac Rho. Togl Ua, usiPis, Mt ae) fey. coh fel seh Je AT ey ie) es 04 g- 
SSS TLE: ©) eee te teeter ae st rte HS ah) sw Sy gh ot cavcaay hel Na Were 
NaCIRee cmere ho ratte inten. SPO e So Wile), ie 0,5 g. 
Und. See ee cere ode tt, Caceeaietn es | Pee) 
PAC ONAL Uo) 2 Ee ee as eek ts oe hai wahh a ig OG. aspects 4 cm? 
Ria UelS UNS Ona teee PTT 2) Ein She's hase a va, Sw Maes 400 cm 


L’indicateur de réaction est une solution de rouge de phénol] dans 
Veau distillée 4 0,2 p. 100, on ajoute une quantité suffisante pour 
avoir une teinte jaune nette. Le milieu est stérilisé par filtration et 
réparti dans des tubes 4 raison de 1,5 cm® environ. 

Nous insistons sur la nécessité d’employer un milieu strictement 
tamponné comme l’est celui que nous utilisons, car il garantit 1’exac- 
titude du diagnostic biologique en éliminant les erreurs -dues aux 
germes utilisant l’urée dans n’importe quelles conditions de pH. La 
décomposition de l’urée par la culture rend le milieu alcalin par for- 
mation de carbonate d’amonium et l’indicateur vire au rouge. Cette 
réaction est rapide, se produisant en deux 4 quatre heures aprés l’ense- 
mencement du milieu. 

La formation d’indole 4 partir du tryptophane est facilitée par ce 
milieu tamponné grace 4 un enzyme, la tryptophanase, élaborée par 
le microbe, qui n’agit qu’a partir de pH 6,2. Elle l’est aussi par 
Vabsence de glucides, qui inhibent la formation de l’indole alors que 
le phosphate bipotassique favorise la dégradation du tryptophane (1). 

L’indole est recherché aprés vingt-quatre heures a l’aide de paradi- 
méthylaminobenzaldéhyde que nous employons selon la formule de 
Kovacs (8). 


Paradiméthylaminobenzaldéhyde. ............ 5 g. 
ANCGOleamyliGiie.) <p. cee ee Ree oot Oe eR) PET.) 6 Shon ie es. |e 75 cem?. 
CR Kee ee ee oe Ure dec aot cm streg Geo Roose ee 2s7ems: 


L’aldéhyde est dissous dans l’alcool au bain-marie 4 60°. On laisse 
-refroidir et on ajoute l’acide goutte & goutte. On conserve le réactif a 

l’obscurité dans un flacon jaune au bouchon de caoutchouc. Pour 
rechercher l’indole, on verse IV a V gouttes du réactif dans le tube de 
culture. Sa présence est révélée par l’apparition d’une couleur rouge 
cerise & la partie supérieure du milieu. 

On ensemence Je milieu urée-tryptophane A partir d’une colonie 
suspecte prélevée sur le milieu d’isolement ; on le place a l’étuve & 37°. 
Trois & quatre heures plus tard, la culture, déja abondante, servira a 
l’ensemencement des milieux différentiels et on pourra, s’il s’agit d’un 
bacille Proteus, constater le virage au rouge du milieu. 

Aprés vingt-quatre heures, on recherche |’indole en suivant la tech- 
nique décrite ci-dessus. Une coloration rouge du milieu par décomposi- 
tion de l‘urée ne géne nullement l’interprétation de la réaction, car le 
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réactif de Kovacs qui contient de l’acide chlorhydrique acidifie le 
milieu de culture qui vire au jaune, puis un disque rouge se forme 
a la surface s’il y a de ]’indole. 

On a ensemencé ce milieu avec de nombreux bacilles isolés des selles ; 
les caractéres de la culture et la recherche de 1]’indol nous ont orientés 
vers un diagnostic rapide. Si le milieu est coloré en rouge, le germe 
a élaboré une uréase et il s’agit soit d’un bacille Proteus, soit, plus 
rarement, d’un bacille paracolon. La présence d’indole écarte le genre 
Salmonella. 

Nous résumons dans le tableau suivant les différentes réactions et 
les indications qu’elles apportent : 


UREASE INDOLE ORIENTATION DIAGNOSTIQUE 
ES aoe ts -- Proleus ou Paracolon. 
+.. 5 ie ee Proteus mirabilis 
nis Mobile : Paracolon. 


Immobile : vraisemblablement Shigella. 
Hin) os, Ss weniey, SS Vraisemblablement Shigella ou Salmonella. 


En résumé, une orientation de diagnostic des Entérobactériacées est 
obtenue en ensemencant ces microbes isolés dans un milieu contenant 
et de l’urée et du tryptophane ; et on recherche en méme temps a 
partir de ce milieu les caractéres biologiques par ensemencement des 
milieux appropriés. 

BIBLIOGRAPHIE 


R. Bonzincer, R. Bonnay. Rev. Corps. S. Mil., 1945, 4, 30. 

W. W. Fercusson, A. E. Hoox. Zeitschr Lab. Clin. a Med. 1943, 28, 1715. 
Kovacs. J. Immunitdtif., 1928, 55, 311. 

F. Rozanp. ces Annales, 1947, 73, 68. 

F. Rotanp. Bulletin méd., le" nov. 1946, 397. 

C. A. Stuart, E. van Stratum et R. Rustician. J. Bact., 1945, 49, 437. 


4 
2 
3 
4 
5 


6 


UTILISATION DU PLACENTA EN MICROBIOLOGIE 


|. — MILIEU DE CULTURE. 
Il. — ANTIGENE POUR BORDET-WASSERMANN, 


par H. SOHRAB. 


Bien qu’ayant peu souffert directement de la guerre, nous nous 
sommes trouvés, en 1942, 4 Téhéran, dans une situation alimentaire 
parfois trés difficile ; la ville avait une surpopulation du fait de l’occu- 
pation des armées étrangérees et de l’immigration urbaine, aussi le 
cheptel s’est trouvé trés insuffisant pour subvenir aux besoins de la 
capitale. 

Chaque semaine une assez forte quantité de viande nous est néces- 
saire pour la confection des milieux de culture qu’exigent les labora- 
toires et les travaux pratiques de la chaire de microbiologie. La viande 
étant non seulement rare mais aussi fort chére, nous avons cherché 
a la remplacer par une substance possédant les mémes effets nutritifs 
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mais qui soit plus facile & se procurer et d’un prix de revient modique. 
Nous avons eu recours aux placentas que nos hépitaux nous fournissent 
gratuitement et dont la quantité est plus que suffisante A nos besoins. 

Nos diverses expériences calquées sur les méthodes habituelles ont 
abouti & des résultats qui, dans l’ensemble, nous ont donné pleine 
satisfaction. 

Voici les formules des différents milieux : 

A. Préparation des milieux de culture. — 1° Macération simple, 
2° Eau peptonée, 3° Macération peptonée, 4° Enfin, nous avons uti- 
lisé le placenta comme facteur de croissance ajouté A d’autres milieux 
nutritifs. 


Macération simple : 
Placenta coupé en petits fragments. ........ 1 kg. 
Eau 


La macération est faite 4 chaud par ébullition prolongée une heure, 
filtration sur papier, ajustement a pH 7,4 — précipitation 4 115° — 


filtration — répartition en vases et stérilisation 4 110°. 
Eau peptonée (méthode Legroux) : 
Résidus de placentas-cuits........2..2.. 1.000 g. 
Ma umordinagireter eee) se ces Met estas, ihe eee 3 litres. 
Acide chlorhydrique du commerce. ....... 39 cm, 


Ajouter 4 ce mélange 1 g. de pepsine préalablement dissous dans 
un peu d’eau, bien agiter, porter le tout au bain-marie 4 55° pendant 
vingt heures ; le placenta est alors complétement digéré. Puis, afin 
de détruire la pepsine en excés, on porte la température du bain-marie 
a 80° pendant une demi-heure ; on filtre sur gros papier (chardin) ; le 
filtrat qui constitue la peptone liquide est réparti en flacons autoclavés 
& 110° afin d’en assurer la conservation. 

Au moyen de cette peptone liquide nous constituons les milieux 
nutritifs (macération peptonée) de la maniére suivante : 


Pentonevlignideim setts. et sete ste ts austere te! ate oe 250mem?, 
[DECI etka) DED i coat a OE ans ea aCe See eee mereka 250 cm‘. 
onion! der placenta cue spel). sce ae sete ence oe) oe 500 cm’. 


Alcaliniser & pH 7,5; précipitation 4 l’autoclave a 115°, filtration 
sur papier, répartir en tubes, stériliser 4 110°-112°. 

Préparation d’extrait placentaire (méthode Legroux). 

Formule : 


Placentatotalahachéiee cae sp seastel-) satencibel ota: ct lel ote 500 g. 
Eau) physiologique. 9 p.42000: 292 405 8. 2 Se - 500 g. 


Cette proportion nous a donné les meilleurs résultats en employant 
la méthode habituelle de l’extrait globulaire : chauffer au bain-marie 
entre 75° et 80° pendant une demi-heure en agitant pendant 1’opéra- 
tion, filtrer sur papier préalablement colmaté avec la terre d’infusoire, 
passer le filtrat sur bougie Chamberland L,, répartir en tubes scellés 
et capuchonner. Ce filtrat, incorporé par quart de centimétre cube 
dans un milieu habituel fournit un excellent facteur de croissance 
pour les germes hématophiles. 

Quelques observations nous ont montré que le bouillon peptoné- 
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placenta additionné ou non d’extrait globulaire de placenta est un 
milieu excellent pour les germes fragiles, surtout pour ceux qui pro- 
viennent de l’organisme. Ces cas ont été remarqués 4 propos du strep- 
tocoque viridans, qui pousse en moins de quarante heures dans ce 
milieu, alors qu’il demande plus de temps pour se développer dans les 
milieux ordinaires. 

B. Le placenta : antigéne pour Bordet-Wassermann. — Nous avons 
préparé cet antigéne par la méthode de Bordet-Ruelens légérement 
modifiée et nous avons obtenu un antigéne qui, dams la grande 
majorité des cas, correspond avec exactitude aux autres antigénes uti- 
lisés pour le diagnostic de la syphilis. 

Premier temps : 


Placenta haché (cotylédon seulement). .......... 400 g. 
A CELOTE 2 ivin.).c" aires RAbmot emoUbol 9. ae ueccley Seem ee 450 g. 


Placer six jours a ]’étuve 4 20°, filtrer sur papier, sécher, broyer au 
broyeur mécanique puis dans un mortier. 


2° temps : 5 
Placenta broyé mis en suspension dans l’acétone..... . 425 g. 
Placer 7 jours a l’étuve a 20°, filtrer; sécher la poudre retenue sur 

le filtre. 


3° temps : Peser le produit sec obtenu. 


Mettre 10 jours a l’étuve a 20°. 
Filtrer sur papier. Le liquide filtré sert comme antigéne. 


Dans tous les temps de macération & 1’étuve il est recommandé 
d’agiter tous les jours. 

Dans certaines conditions des placentas donnent de meilleurs anti- 
génes que d’autres ; en général, les placentas pesant de 450 a 500 g. 
fournissent les meilleurs produits ; les placentas maigres et un peu 
pales donnent des antigénes médiocres, on peut alors les améliorer en 
incorporant quelques gouttes d’une solution 4 1 p. 400 de cholestérine. 


Conciusion. — Nous avons répété ces différentes préparations placen- 
taires depuis six mois 4 ]’Institut Pasteur de Paris et il est donc d’ores 
et déja acquis que les milieux 4 base de placenta peuvent avantageuse- 
ment remplacer les milieux ordinaires couramment employés en bacté- 
riologie. 

Qu’il nous soit permis de remercier M. le D™ Demanche, chef du 
Service de Sérologie de l’Hépital Cochin, qui a bien voulu accepter le 


contréle de nos antigénes et qui nous a fourni les sérums nécessaires 
a nos titrages. 


(Faculté de Médecine de Téhéran. Institut Pasteur, 
Service de Microbietechnique.) - 
BIBLIOGRAPHIE ; 


Prevor (A. R.), Tarranet (J.) et Raynaup (M.). Etude d@’un milieu sans viande 
pour la culture des anaérobies. Ces Annales, 1944, 70, 181. 
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RECHERCHES SUR LES PROPORTIONS OPTIMA 
D’ANTIGENE ET D’ANTICORPS 
DANS LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
par W. SCHAEFER. 


Les recherches de Goldsworthy (1) ont montré que si on mélange 
simultanément des quantités constantes de complément et d’antisérum 
avec des quantités variables d’antigéne, le maximum de complément 
est fixé par les mélanges qui contiennent l’antigéne et l’anticorps en 
proportions équivalentes identiques 4 celles qu’on trouve par 1’étude 
de la primofloculation. Il était intéressant de vérifier cette constata- 
tion qui, si elle se confirmait, pourrait servir de base & une méthode 
de titrage de l’antigéne et hes ‘Vanticorps par la réaction de fixation du 
comp!ément. 

Notre étude concerne les deux anticorps précipitants et fixateurs du 
complément que nous avons mis en évidence dans les sérums de lapins 
préparés par injection de bacilles tuberculeux du type bovin lisse : un 
anticorps spécifique des protéides des hacilles tuberculeux du _ type 
bovin et un anticorps réagissant avec les glucides de tous les bacilles 
tuberculeux (2). 

Nous avons employé la technique suivante : Dans une série de 
mélanges de quantités décroissantes d’antigéne et de quantités cons- 
tantes d’antisérum, on détermine le point de la primo-floculation. Puis 
on recherche dans les liquides surnageants de chaque tube la pré- 
sence d’un excés, soit d’antigéne, soit d’anticorps, et on détermine la 
zone d’équivalence dans laquelle l’antigéne et l’anticorps se neutra- 
lisent mutuellement. 

D’autre part, on effectue la réaction de fixation du complément en 
mélangeant également des quantités décroissantes d’antigéne et des 
quantités constantes d’antisérum, mais au lieu d’une seule série de 
quantités décroissantes d’antigéne on en prépare plusieurs séries iden- 
tiques et on ajoute a chacune une dilution différente d’antisérum. 

Par exemple, la premiére série recoit la dilution d’antisérum 1 : 10, 
la deuxitme série la dilution 1 : 20, etc. La fixation du complément 
est effectuée a la glaciére, 1’*hémolyse a 37°. 

Les résultats de ces titrages peuvent étre représentés graphiquement 
par une courbe qui relie les quantités maxima et minima fixatrices 
d’antigéne correspondant a4 chaque dilution de l’antisérum (fig. 1 et 2). 
Ces courbes montrent que la zone de fixation du complément est la 
plus étendue dans la série contenant la plus grande quantité d’anti- 
sérum et qu’elle se rétrécit de plus en plus au fur et 4 mesure que 
le sérum est plus dilué. A une certaine dilution de l’antisérum le 
complément est fixé seulement dans un ou deux tubes. Les proportions 
d’antigéne et d’anticorps contenues dans ces mélanges sont optima 
pour la fixation du complément. 


(1) N. E. Gotpswortuy, J. Path, q. Bact., 1928, 34, 220. 
(2) W. Scuazrer, Ces Annales, 1940, 64, 517 ; 1946, 72, 783 et 1947, 73, 749. 
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Afin de nous rendre compte si les proportions optima pour la fixa- 
tion du complément restent les mémes si on varie le temps pendant 
lequel antigéne, anticorps et complément restent en contact, nous 
avons effectué chaque expérience en double : dans la premiére nous 
avons laissé les mélanges 4 la glaciére pendant deux heures, dans la 
deuxiéme pendant quinze 4 vingt heures avant d’ajouter le méme sys- 
téme hémolytique. Ces expériences montrent que l’intensité des réac- 
tions augmente considérablement lorsqu’on prolonge le temps de fixa- 
tion. Les dilutions minima actives de l’antisérum augmentent de 2 a 
4 fois, celles de l’antigéne de 2 & 8 fois. Par contre, le rapport antigéne- 


(G) 


anticorps (6) dans la zone optima fixatrice reste dans les deux expé- 


G A 
riences 4 peu prés constant. Les proportions c optima pour la fixation 


du complément semblent donc étre indépendantes, du moins dans les 
limites de nos expériences, de la durée du temps de contact entre 
antigéne, anticorps et complément. 

Quelles sont ces proportions optima pour la fixation du complément 
par rapport a celles de la primofloculation et 4 celles de la zone d’équi- 
valence ? 

Pour répondre a cette question nous avons déterminé comparative- 
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ment dans 7 sérums l’optimum de la réaction de fixation du complé- 
ment, le point de la primofloculation et la zone d’équivalence. Ces 
expériences sont résumées dans le tableau. Elles montrent que le point 
de la primofloculation et la zone d’équivalence coincident conformément 
4 la loi de Dean et Webb et que l’optimum de la fixation du compleé- 
ment correspond aux mélanges contenant un léger excés d’antigéne. 
Ce résultat est un peu différent de celui des expériences de Goldsworthy. 
La différence s’explique probablement par le fait que le temps de 
contact entre antigéne, anticorps et complément dans les expériences 
de Goldsworthy était trés court (une minute a une heure), tandis que 
dans les nétres il était beaucoup plus long (deux a vingt heures). 
Les expériences de Goldsworthy ont montré, en effet, que l’optimum 
de la fixation du complément correspond au point de la primoflocu- 
lation seulement pendant les premiers stades de la réaction et qu’il 
se déplace vers les mélanges contenant un quantité d’antigéne plus 
grande si on prolonge le temps de la fixation. Ceci se comprend si on 
se rapporte aux résultats des études quantitatives de la réaction de 
précipitation qui ont montré que la plus grande quantité d’anticorps 
est précipitée en présence d’un certain excés d’antigéne [Malkiel et 
Boyd (1) ; Heidelberger, Grabar et coll.]. La fixation du complément 
semble donc suivre fidélement l’évolution de la réaction de précipita- 
tion, la quantité du complément fixé étant proportionnelle pendant 
chaque stade de la raéction 4 la quantité des anticorps précipités. 

Ces constatations définissent la signification de la zone optima de la 
fixation du complément et sa valeur pour la détermination des quan- 
tités équivalentes d’antigéne et d’anticorps : étant située au voisinage 
de la zone d’équivalence et s’étendant légérement dans la zone d ‘excds 
d’antigéne, elle permet d’estimer grossitrement le rapport des quan- 
tités d’antigéne et d’anticorps dans la zone d’équivalence. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


RECHERCHES CHRONAXIMETRIQUES 
SUR L’ACIDE PARA-AMINOBENZOIQUE ET LES CORPS 
A ACTION VITAMINIQUE H, 
(APPLICATIONS BACTERIOLOGIQUES) | 
par Paut CHAUCHARD, Henrterrs MAZOUE et Raout LECOCQ. 


L’acide para-aminobenzoique, vitamine indispensable pour les micro- 
organismes, dont les. sulfamides constituent les antivitamines (d’ou 
leur efficacité dans la lutte antimicrobienne), est également utilisé 
par les organismes supérieurs comme vitamine et comme substance 
pharmacodynamique. L’étude que nous en avons faite au moyen de 
la technique chronaximétrique, cette fine méthode d’exploration du 
fonctionnement neuromusculaire (1), nous a conduits A réaliser de 


(1) J. exp. Med., 1937, 66, 383. 
(1) P. Cuaucnarn, Rev. scientij., 1941, 620; Conf. Assoc. Tra. scientif. 
avril 1945, 
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nombreux tests de l’activité antisulfamide ou antipénicilline des 
microbes et de leurs toxines qui présentent un intérét indéniable pour 
le microbiologiste et appellent une expérimentation. complémentaire 
hbactériologique (2). 

Quand on soumet un rat ou un pigeon 4 une alimentation renfer- 
mant un excés d’ovalbumine, des troubles nerveux apparaissent (dimi- 
nution des chronaxies nerveuses, indice d’excitation des centres ner- 
veux encéphaliques, sans variation des chronaxies musculaires) qui 
ne peuvent étre guéris que par l’administration de corps doués de 
Vactivité vitaminique H. Parmi ceux-ci figurent l’acide paraminoben- 
zoique et la biotine, corps dont cependant la composition chimique 
est trés différente. Des effets de protection identiques étant obtenus 
avec un moindre poids de biotine, nous avons proposé de désigner 
celle-ci par H, et l’acide para-aminobenzoique par H, (3). Depuis, nous 
avons pu constater que l’acide folique, dont la molécule renferme pré- 
cisément le groupe acide para-aminobenzoique, est également actif dans 
Ja correction de ces déséquilibres azotés (4). 

En dehors de toute carence, l’administration per os ou par voie sous- 
cutanée 4 un sujet normal d’acide para-aminobenzoique a dose faible, 
quelques microgrammes, retentit sur le fonctionnement nerveux 
action diphasique d’excitation d’abord, puis de dépression. Si 1’admi- 
nistration est quotidiennement répétée, le trouble devient chronique 
et se traduit par une importante augmentation des chronaxies ner- 
veuses. La biotine et l’acide folique jouissent aussi, comme d’ailleurs 
diverses autres vitamines, de ce pouvoir. 

Cette action pharmacodynamique générale de la vitamine H permet 
trés heureusement de tester, sur l’organisme supérieur, le pouvoir anti- 
sulfamide de ce corps, reconnu sur les microorganismes. Si, en effet, on 
donne a un rat en état d’hypervitaminose H chronique, 0,125 g. de 
para-aminophénylsulfamide per os ou par voie sous-cutanée, on voit 
les chronaxies revenir en un A deux jours 4 la normale, preuve que 
l’activité antivitaminique H des sulfamides se retrouve vis-a-vis du 
systéme nerveux des étres supérieurs. La méme correction peut s’effec- 
tuer vis-a-vis de l’action aigué ; l’administration simultanée des deux 
corps se révéle sans effet sur le systéme nerveux. 

Or, les sulfamides elles-mémes sont actives : en les donnant seules, 
. on obtient une importante augmentation des chronaxies nerveuses 
(signe d’une dépression des centres supérieurs qui est en rapport avec 
l’asthénie sulfamidique) et une diminution des chronaxies musculaires : 
la neutralisation est donc réciproque. 

Indiquons que l’effet des sulfamides est inégal et qu’a l’action per- 
sistante du para-aminophénylsulfamide s’oppose curieusement 1]’action 
fugace d’autres sulfamides, comme la sulfapyridine ou le sulfathiazol, 
qui, donnés quotidiennement finissent par ne plus modifier de facon 
permanente les chronaxies. Le test de la neutralisation de 1’action 
aigué doit étre choisi dans de tels cas. 


(2) R. Lecog, P. Cuaucnarp et H. Mazous, C. R. Soc. Biol., 1946, 440, 279 ; 
Bull. Acad. Méd., 1946, 130, 508 et Thérapie, 1946, 4, 276. — P. CHaucuarp, 
H. Mazoué et R. Lecoo. Rev. scientif., 1946, 84, 360. j 

(3) R. Lecog; P. Cuaucnarp et H. Mazour, C. R. Soc. Biol., 1946, 440, 439. 

(4) P. Cuaucnarp, H. Mazour et R. Lecoo, C. R. Soc. Biol., 1947, 144, 101. 
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Nous avons retrouvé, vis-a-vis du systéme nerveux, cet effet antisul- 
famide, non seulement avec la biotine et l’acide folique, mais encore 
avec la vitamine C ou la vitamine P-P (B,), déja utilisées contre Vasthé- 
nie sulfamidique, et aussi avec la vitamine B,. Il serait intéressant de 
savoir exactement si tous ces corps exercent également une action antl- 
sulfamide sur des micro-organismes. La novocaine et les peptones, 
substances bien connues pour leur pouvoir antisulfamide vis-a-vis des 
microbes, se comportent comme des neutralisants de l’action neuro- 
musculaire des sulfamides ; il en est de méme du novarsénobenzol. 

Surtout, cet effet se manifeste lors de ]’administration a ]’animal de 
microbes sulfamidorésistants (mémes tués) ou de toxines, A un rat 
ayant recu pendant deux a trois jours de la para-aminophénylsulfamide 
per os, si nous donnons également per os II gouttes d’une suspension 
de microbes formolés et chauffés & 65°, correspondant a 500 millions 
de corps microbiens, deux cas peuvent se présenter : les chronaxies 
restent élevées, les microbes ne s’opposant pas 4 l’action de la sulfa- 
mide, ou elles redeviennent normales, les microbes s’opposant (Comme 
l’acide para-aminobenzoique) 4 cette action. L’expérience montre que 
ce sont les microbes sulfamidorésistants qui entravent l’action nerveuse 
des sulfamides, les microbes sensibles ne s’y opposant pas. Ainsi les 
bacilles paratyphiques A et B, les bacilles d’Eberth (transitoirement), 
les bacilles perfringens et diphtériques, la tuberculine s’opposent aux 
sulfamides, tandis que les pneumocoques, les staphylocoques, les strep- 
tocoques, les méningocoques, les colibacilles, entérocoques et pyocya- 
niques ne s’y opposent pas. Le fait qu’il s’agisse ici de microbes tués 
montre dans cette réaction ]’intervention probable d’endotoxines micro- 
biennes. L’antagonisme s’obtient également vis-a-vis des effets d’une 
dose unique de sulfamide. 

Ayant établi ce test de sulfamidorésistance sur l’organisme supérieur 
in vivo, nous nous sommes demandé s’il ne pouvait s’appliquer A la 
pénicilline. Effectivement, l’injection a un rat de 2.500 unités de péni- 
cilline produit des perturbations neuromusculaires chronaxiques trés 
comparables a celles des sulfamides. Cette action purement latente ne 
joue aucun réle clinique, mais elle résulte d’un pouvoir pharmacody- 
namique de la pénicilline. Nous n’avons trouvé, de ce point de vue, 
aucun corps antagoniste de la pénicilline ; en particulier, l’acide para- 
aminobenzoique donné en méme temps que celle-ci ne trouble pas 
son. efficacité. 

Mais ici aussi l’administration de microbes (ou des bouillons corres- 
pondants, car l’introduction de la peptone ne présente plus d’incon- 
vénient) conduit 4 reconnaitre deux classes. Les microbes réputés 
résistants a la pénicilline ou les races cliniquement résistantes empéchent 
toute action chronaxique de la pénicilline ; c’est le cas des colibacilles, 
entérocoques, Eberth, paratyphiques A et B, bacilles de Loeffler et per- 
fringens, de certains staphylocoques et de la tuberculine. Au contraire, 
les microbes sensibles n’altérent pas l’action nerveuse de la pénicilline : 
ainsi font les staphylocoques, streptocoques, méningocoques, bacilles 
pyocyaniques, et dysentériques. L’antagonisme observé dans le premier 
cas ne peut étre attribué a des diastases (type pénicillinase), car 
celles-ci ne sauraient résister A nos conditions de préparation, mais 
semble lié plutét & des toxines (endo- et exo-) présentes dans les 
microbes et dans les bouillons de cultures. 


. 
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Ces recherches nous ont amenés & faire une constatation particulie- 
rement curieuse : si 4 un rat recevant la pénicilline et un microbe 
résistant, donc normal, on donne en outre de l’acide ee -aminoben- 
zoique, on constate que la pénicillino-résistance céde : le syndrome 
chronaxique de la pénicilline apparait. Ainsi, 1’acide partGmindben- 
zoique qui est antisulfamide, renforce au contraire l’activité de la 
pénicilline en empéchant les microbes résistants de neutraliser ses 
effets sur le systeme nerveux. Cette constatation est spécialement inté- 
ressante, car tout porte A croire que ce pouvoir sensibilisant se retrouve 
en clinique ; les observations déjA nombreuses faites par l’un de nous 
en fournissent une premiére confirmation (5). Il conviendrait en outre 
de voir ce qui se passe in vitro par action directe sur les micro- 
organismes. 

Biotine et acide folique partagent également ce nouveau pouvoir de 
Vacide para-aminobenzoique, ce qui étend leur parenté fonctionnelle, 
malgré la différence de constitution chimique entre la biotine et 
Vacide para-aminobenzoique. La xanthoptérine, au contraire, qui pos- 
sede le méme noyau que l’acide folique, mais sans le groupement acide 
para-aminobenzoique, ne jouit d’aucune des propriétés de ce corps. 

Signalons encore que l’acide para-aminobenzoique, la biotine et 
Vacide folique sont antagonistes du valérianate de zinc, mais que ni 
acide para-aminobenzoique, ni la biotine ne sont antagonistes de la 
thyroxine. Ce qui les différencie de l’acide folique, dont l’activité anti- 
thyroxine est due au noyau ptérinique qui le rapproche des vita- 
mine B, et B,. 

Quand enfin 4 un sujet soumis 4 un déséquilibre ovalbuminique, 
on donne des sulfamides, on accroit le besoin de vitamine H et il faut, 
pour le guérir, une dose dix fois supérieure d’acide para-amino- 
benzoique ou de biotine, nouvel exemple du pouvoir antivitaminique H 
des sulfamides (6). 

En conclusion, l’activité vitaminique et pharmacologique de 1l’acide 
para-aminobenzoique sur le systéme nerveux des mammiféres, acti- 
vité partagée avec la biotine et l’acide folique, conduit 4 la réalisation 
d’un test permettant d’apprécier l’activité antisulfamide de diverses 
substances et en particulier des microbes. Un test analogue est réali- 
sable avec la pénicilline (7). Il serait intéressant de les utiliser systé- 
matiquement et de comparer leur sensibilité avec celle des méthodes 
bactériologiques admises, en particulier en ce qui concerne le curieux 
pouvoir sensibilisant 4 la pénicilline de ]’acide para-aminobenzoique 
que nous avons mis en évidence et qui, déja, trouve son application 
en clinique. 


P O)ER; LEcoo, Rev. Soc. Pathol. comp., 1946, 531 et 554 et Thérapie, 1946, 4, 

291. — R. Lecoo et J. Tasor, Thérapie, 1946, 4, 322. — R. Lecoo, J. Cour- 
trois et Y. ANDREANT, Thérapie, 1946, 4, 330. 

(6) P. Caaucnarp, H. Mazous et R. Lkcoo, C. R. Soc. Biol., 1946, 140, 474 
et Rev. scientif., 1946, 84, 233. 

(7) Les microbes n’ayant par eux-mémes que peu d’action sur les chro- 
naxies et les sérums antimicrobiens étant sans action, il n’y a, a ce point 
de vue, aucune possibilité de tester leurs pouvoirs antimicrobiens. 
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ACTION /W VITRO DE LA TYROTHRICINE 
SUR QUELQUES BACTERIES ANAEROBIES 


par A. SEVIN, H. BEERENS et Cravoine SPY. 


L’action antibiotique de la tyrothricine a été essayée sur 50 souches 
appartenant A 27 espéces de bactéries anaérobies. L’échantillon de 
tyrothricine utilisé possédait une action inhibitrice correspondant : 

In vivo, chez la souris, A 0,62 pg vis-d-vis de 10.000 doses minima 
mortelles de pneumocoque SVI. 

In vitro, A 0,15 ug. vis-a-vis du streptocoque H69D5 (1) en 1’absence 
de la fraction V de ]’albumine sérique de bceuf, et a 0,30 ug, en pré- 
sence de la fraction V. 

Les différentes dilutions en propyléne-glycol 4 50 p. 100 d’eau dis- 
tillée ont été obtenues a partir d’une solution standard renfermant 
1 mg. de tyrothricine par centimétre cube de propyléne-glycol pur. 
Pour chaque souche, les doses utilisées étaient de 0,10, 0,25, 0,50; 1,00, 
2,50, 5,00 et 7,50 wg, ramenées & un volume de 0,10 cm’. Ce volume, 
déposé dans le fond d’un tube stérile, était recouvert par 5 cm? de 
milieu de culture liquide, ensemencé a partir d’une culture liquide 
antérieure, A raison de 4 cm® p. 100. La souche 21 a été ensemencée 
sur bouillon nutritif additionné de 5 p. 1.000 de glucose ; les souches 10 
~ et 46, sur bouillon nutritif additionné de 10 p. 100 de sérum de cheval, 
et toutes les autres souches sur bouillon nutritif ordinaire. 

Pour chaque bactérie, un tube témoin contenant uniquement le 
milieu ensemencé, et un autre tube témoin contenant le milieu ense- 
mencé + 0,10 cm® de propyléne-glycol 4 50 p. 100, ont permis d’appré- 
cier 4 la fois l’action inhibitrice due & la tyrothricine et ]’action bacté- 
ricide due au solvant. Cette action bactéricide s’est manifestée pour 
une souche de Clostridium cedematiens et pour une souche de Diplo- 
coccus plagarum belli, que nous avons dt retrancher de nos observa- 
tions. Dans certains cas aussi, nous avons remarqué que le propyléne- 
glycol produisait un retard dans l’apparition de la culture, mais ce 
retard se trouvait compensé dans les heures suivantes. 

Toutes les cultures ont été faites en milieu liquide et en tubes 
scellés sous le vide. Elles ont été conservées & l’étuve & 37°C pendant 
trois mois environ et en aucun cas, les résultats ne se sont modifiés 
aprés le cinquiéme jour d’observation, & compter de l’apparition du 
développement dans le tube témoin. 

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau suivant dans 
lequel les poids en microgrammes indiquent les doses minima inhibi- 
trices de tyrothricine. Le signe — indique qu’aucune inhibition n’a 
été obtenue avec 7,50 microgrammes de tyrothricine. Nous avons 
adopté la nomenclature et la classification systématique de A. R. Prévot. 


(1) Nous devons ces souches A lobligeance de M. R. Dusos, de l'Institut 
Rockefeller de New-York. 
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A tp oa 
eal S5 
DESIGNATION’ DE LA SOUCHE z° DESIGNATION DE LA SOUCHE He 
Seri, 2 Ss 
a > wis 
as as 
Veillonel/a parvula. — 29 |Clostridium seplicum, n° 3. 0,25 
Veillonella alcalescens. — 30 |Clostridium chauvoei. 5,00 
Diplococcus magnus, n° 4. — || 31 |Clostridium cedematiens, n° 4. 2,50 
Diplococcus magnus, n° 2. | 5,00 || 32 |Clostridium cedematiens, n° 2. 5,00 
‘|Diplococcus plagarum belli. 0,50 || 33 |Clostridium cedematiens, n° 3. 1,00 
Streptococcus anaerobius, n° 4. 2,50 || 34 |Clostridium botulinum B. 0,25 
Streptococcus anaerobius, n° 2. 0,10 || 35 |Clostridium sporogenes, n° 1. = 
| |Streptococcus anaerobius, n° 3. 0,59 || 36 |Clostridium sporogenes, n° 2. 7,50 
Streptococcus anaerobius, n° 4. 0,50 || 37|Clostridium sporogenes, n° 3. = 
)| Streptococcus putridus. _ 38 |Clostridium histolylicum, n° 1. 7,50 
. | Streptococcus micros n° 4. — 39 |Clostridium histolyticum, n° 2. 0,50 
!|Streptococeys micros n° 2. 5,00 || 40 |Clostridium histolyticum, n° 3. 7,50 
! | Streptococcus parvulus. -— 44 |Plectridium tetani, n° 4. 5,00 
t |Streptococcus fotidus. 5,00 || 42 |Plectridium telani, n° 2. 7,50 
)|Slaphylococcus anaerobius. 1,00 || 43 |Plectridium letani, n° 3. = 
} |Staphylococcus asaccharolyticus. 7.50 || 44 |Plectridium putrificvm. 7,50 
1 |Restella clostridtiformis. — 45 |Spherophorus funduliformis, n° 1.) — 
}|Ristella insolita. — 46 |Spherophorus funduliformis, n° 2.) — 
) | Ristella distasonis. — 41 |Fusiformis biacutus, n° 1. = 
) |Eubacterium disciformans. 0,10 48 |Fusiformis biacutus, n° 2. 
| |Ramihacterium pseudoramosum. 1,00 || 49 |Fusiformis biacutus, n° 3. = 
2 |Welchia perfringens, n° 41. 1,00 || 50 |Fusiformis biacutus, n° 4. = 
3 | Welchia perfringens, n° 2. 0,50 
| |Welchia perfringens, n° 3. 5,00 
} |Welchia perfringens, n° 4. 5,00 
3 |Welchis perfringens, n° 5. 5,00 5 
| |Clostridium septicum, n° 1. 0,10 
3 Clostridium septicum, n° 2. 4,00 


Conciusions. — La sensibilité 4 la tyrothricine des bactéries anaé- 
robies présente des différences marquées pour les espéces d’un méme 
genre, et aussi pour les individus d’une méme espéce. Néanmoins, 
cette sensibilité ne se révéle que pour certaines bactéries Gram-positives 
et elle fait constamment défaut chez toutes les bactéries Gram-négatives 
que nous avons étudiées (2). 


(Institut Pasteur de Lille.) 


‘Q) Cette note était rédigée lorsque nous avons eu connaissance d’une 
communication de M. Prévor a la Société de Biologie du 22 mars 1947, 
sur un sujet identique. : 
Nos résultats different sensiblement, 
bactéries Gram négatives. 


surtout en ce qui concerne les 
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SUR LA VEGETATION DU BACILLE DE KOCH 
EN PROFONDEUR 


par A. BOQUET et A. ANDREJEW. 


Sauf de rares exceptions, il apparaissait jusqu’& ces derniers temps, 
que les bacilles tuberculeux ne se développent pas, ou se développent 


mal, dans la profondeur des milieux liquides, lorsque l’on ensemence. 


de trés petites quantités de germes. 

Le milieu a l’ceuf de Besredka se prétant mieux 4 cette culture parti- 
culiére, nous avons essayé de déterminer dans quelle mesure il pouvait 
convenir 4 la végétation des ensemencements pauvres. 

Dans une premiére série d’essais nous avons ensemencé ce milieu 
(distribué 4 raison de 20 cm* par tube de 22 mm.) avec 0,1 cm* d’une 
suspension homogéne contenant 10—%, 10—5 et 10—7 mg. (poids sec) 
de bacilles humains virulents (souche L) cultivés depuis quinze jours 
sur pomme de terre glycérinée. Dés le quatriéme jour 4 38°, on observe 
une certaine culture microscopique pour la suspension de 10—# mg., 
mais la culture macroscopique n’apparait que vers le dixiéme jour pour 
la suspension 4 10—%, entre deux et trois semaines pour la suspension 
a 10—* et vers le trentiéme jour pour la suspension a 10—7 mg. 
Cette culture se traduit par la formation de grains blancs plus ou moins 
agglomérés au fond des tubes ; le milieu ne se trouble pas. Aprés un 
séjour a l]’étuve plus prolongé les grains se déposent également sur 
les parois. 

Sauf en ce qui concerne la phase latente, qui peut étre plus ou moins 
longue, la culture d’autres souches de bacilles humains et de bacilles 
bovins & partir des mémes doses, a donné les mémes résultats. 

Les bacilles aviaires (souche A 17) ensemencés 4 la dose de 10 —? mg., 
donnent une abondante culture en trois jours d’étuve. Aprés vingt jours 
a 38°, on obtient une culture nette dans le milieu de Besredka 
ensemencé avec 10—7 et méme 10—® mg. (poids sec) de ces bacilles. 

Ce point acquis en faveur du milieu de Besredka, nous avons étudié 
V’influence de diverses substances ajoutées 4 ce milieu sur le dévelop- 
pement des petits inoculats. Nous avons pu ainsi constater que le 
glucose 4 2 p. 100, la bile 4 1 p. 100 et la glycérine A 2 p. 100 
n’exercent aucune influence appréciable sur la période latente de la 
culture. 

La glycérine, qui parait exercer une action inhibitrice en milieu 
de Kirchner, d’aprés Dubos, s’est révélée au contraire inoffensive en 
milieu de Besredka. 

Nous conformant aux expériences de Dubos (1), de Drea (2) et a la 
« classification des détergents modernes » établie par J. P. Sisley (3), 


2 R. J. Dupos et coll., J. exp. Med., 1946, 83, 409; Am. Rev. Tub., 1946, 
, 204. 


(2) W. F. Drea, J. Bact., 1942, 44, 149; Am. Rev. Tub., 1946, 53, 353 et 363. 
(3) J. P. Ststey Teintez,, 1944, n° 6, p. 149. 
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Io 
nous avons pu également mettre en évédence l’action de certains pro- 
duits synthétiques sans ions actifs, tels que le peregal O (solution 
aqueuse 4 25 p. 100 d’émulphor O) (4). 

Dans les mémes conditions d’expériences que précédemment, le 
milieu de Besredka additionné de 0,2 p. 100 de peregal O (soit 
0,05 p. 100 d’emulphor O) nous a donné a peu prés les mémes résultats 
que le milieu de Besredka renfermant 0,05 p. 100 de Tween 80 (5). 
Aprés trois jours d’étuve, nous obtenons une culture semblable a 
partir de 10—* mg. de bacilles aviaires (souche A 17) dans les deux 
cas ; culture nettement plus abondante que dans: le milieu de Besredka 
pur. On doit noter cependant que l’efficacité de ces produits semble 
varier avec le taux, les milieux et les souches employées. 

En résumé, le milieu de Besredka est favorable A la culture des 
petits imoculats de bacilles tuberculeux humains, bovins et aviaires. 
A partir de 10—5, 10—® et méme 10—7 mg. de cultures jeunes, 
on obtient une végétation appréciable en profondeur. La durée de la 
phase latente de la culture qui s’étend de trois jours 4 un mois environ 
varie suivant le type de bacilles, la souche et la richesse de la semence. 
L’adjonction de produits synthétiques (peregal 0, Tween 80) au milieu 
de Besredka a favorisé la culture des petits inoculats de bacilles aviaires. 


(institut Pasteur. Laboratoire de recherches sur la Tuberculose.) 


SENSIBILITE ET ACCOUTUMANCE DES GERMES 
A LA STREPTOMYCINE 
par F. GRUMBACH, H. MOUSSET et F. BOYER. 


En janvier 1946, il y a prés de dix-huit mois maintenant, nous avons 
eu l’occasion d’étudier, par des examens biologiques qui nous avaient 
été demandés, l’effet de la streptomycine sur une colibacillose chez 
un enfant. Le traitement qui, au début, semblait actif s’est montré 
par la suite inefficace. 

Le titrage des urines, l’isolement des colibacilles des urines et aussi 
l’étude du comportement de ces germes vis-a-vis de la streptomycine 
in vitro, nous amenérent a constater que les germes isolés des urines 
contenant de la streptomycine éliminée étaient totalement résistants 
a la streptomycine in vitro. 

Le manque de streptomycine 4 ce moment ne nous a pas permis de 
poursuivre: ces recherches, que nous n’avons pu reprendre que bien 
plus tard. 

Nous avons ainsi examiné la sensibilité & la streptomycine in vitro 
et in vivo d’un grand nombre de germes Gram + et Gram —, leur 
accoutumance in vitro par des séries de passages en bouillon et ensuite 


(4) Péregal O : dérivé polyethénoxy préparé par condensation non pas 
de l’acide, mais de alcool oléique avec 20 molécules d’oxyde d’éthyl. 

(5) Tween 80 : polyoxyalkyléne dérivé du monooléate de Sorbitan. 

Nous devons ces produits a Vobligeance de M. J. P. Sisuey, Directeur 
de l'Institut d’études et de recherches des corps gras. 
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l’action in vivo de la streptomycine sur ces germes deyenus strepto- 


mycino-résistants et qui avaient conservé leur virulence pour la souris, ~ 


sauf toutefois pour le Friedlander Caroli. 


1. Sensipmité in vitro. — Nous avons étudié différents groupes de 
a, 
1 


NOMBRE D'UNITES 
de streptomycine 


GROUPES ETUDIES NOMBRE DE SOUCHES qui inhibent la culture 
dans 10 cm® de milieu 

ENC UMOCOQUES elie mioucr peat atom 6 100 & 165 
Streplocoquesiaes isu sme camcn 9 400 a 500 
Streptocoques de l'asthme. . . . 4 400 
Staphylocoques:.. 4). = 2). = = 7: 7 40 & 50 
Friedlanders ees: asta appolsue cle 3 10 a 50 
Coltbacilles) 2. 2.5.5. © 8 40 & 250 
Shigas. Beg s055/.* St eee ae 4 20 a 50 
PaTravAntee. yack es Sart 5) RILEY 71d) 
Bata) Die ate tigre oath spied keepers | 6 50 & 250 
dBA a) SUNG ADV Re pees Retemn en eg eoe oS 4 60 
ENERO Se Sea.) for omen chee 4 400 
MOrgaivina: fei. aes, eee 4 465 
PLOLGUIS Say 5 Selape See Tes 4 425 
Diphteriques.50-)ee) 4 se 1 20 
MOBVO se 2. c+ Sone, et ee eae 4 200 
Bienen ales Cee ee Orne 3 5a 16 
Bacilles tuberculeux humains. . 2 4 
Bacilles tuberculeux bovins 4 
Bacilles tuberculeux aviaires. . 4h 4 


germes et dans chaque groupe un certain nombre de souches diffé- 
rentes pour voir les variations de sensibilité 4 ]’intérieur d’un méme 
groupe et d’un groupe 4 |’autre. 

Nous nous sommes servis pour toutes les expériences d’une dilution 
de streptomycine Merck, titrant 500 unités Waksman au _ centimetre 
cube et tous les ensemencements étaient faits avec I goutte d’une dilu- 
tion au 1/100 d’une culture de dix-huit heures en peptone glucosée. 

Parmi les colibacilles étudiés, 1’un provenait d’une urine d’un enfant 
ayant été traité a la streptomycine ; un autre a été isolé d’une urine 
conservée au laboratoire pendant vingt jours, provenant d’un malade 
traité 4 la streptomycine pour tuberculose et titrant encore au bout 
de vingt jours 1.000 U. par centimétre cube. Ces deux souches se sont 
montrées résistantes in vitro 4 une dose de 10.000 U. de streptomycine 
dans 10 cm? de bouillon. 

D’aprés ces résultats, nous voyons qu’il y a toute une gamme de 
sensibilités diverses 4 la streptomycine entre les différents groupes et 
méme 4 l’intérieur de ces groupes. Cependant, on peut tout de méme, 
en gros, établir une classification de leur degré de sensibilité. 


II. Sensiprtiré in vivo. — Nous avons cherché A voir s’il existe un 
parallélisme entre le degré de sensibilité in vitro d’un germe & la 
streptomycine et les doses qu’il faut employer in vivo dans un traite- 
ment curatif sur la souris. 
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Dans toutes les expériences in vivo, les souris sont infectées avec 
une culture en bouillon, 4gée de dix-huit heures, infection par voie 
péritonéale, 10.000 doses mortelles. Pour chaque germe différent, 
10 souris servent de témoins et ne sont pas traitées. Elles meurent 
toutes au bout de vingt-quatre heures. 


| SS SSR AIS SSS SSE SRS A SE ESE AR SS 


SENSIBILITE in vivo 
SENSIBILITE 
in vitro ee esa _ Durée POURCENTAGE 

en 2 injections du traitement de survies 

sous-cutanées exgours au 1¥° jour 
Friedlander Caroli. 50 100 3 50 

A 50 3 40 

Eodisoter Dumas. 40 400 3 90 
Typhique Eberth 2. 60 300 2 50 
ColiMonod..... 100 300 2 40 @ 50 
Strepto Dig:.7 2... 125 2.000 2 50 a 60 
Pneumo Til... . 400 4.000 2 50 
Staphylocoque 133 12,6 75 3 40 & 50 


D’aprés ce tableau, il apparait qu’on ne peut pas établir un parallé- 
lisme absolu entre les doses nécessaires in vitro et in vivo, mais que 
cependant les souches les plus sensibles in vitro sont bien également 
les plus sensibles in vivo; et, dans un méme groupe (Friedlander) 
sur 2 souches différentes étudiées, l’une, beaucoup plus sensible 
in vitro que l’autre, s’est également révélée beaucoup plus sensible 
in vivo. 

On peut donc au point de vue pratique, tirer une conclusion de 
1’étude in vitro de la sensibilité d’un germe a la streptomycine. 


III. AccOUTUMANCE A LA STREPTOMYCINE. — a) In vitro. — En clinique, 
la streptomycine semble étre moins active au cours de certains traite- 
ments qu’au début de son application. Ce fait nous a incités 4 envisager 
une éventuelle accoutumance des microbes a cet antibiotique. 

Dans ce but, nous avons cultivé différents germes : staphylocoque, 
streptocoque, B. typhique, Friedlander et colibacille en peptone 
glucosée additionnée de streptomycine. Puis nous avons essayé d’obtenir 
des cultures abondantes de ces mémes germes en dépit de doses trés 
importantes de streptomycine, par des passages successifs réalisés en 
repiquant tous les trois jours la culture obtenue en présence de la dose 
maxima de streptomycine, dans un milieu contenant des proportions 
de streptomycine de plus en plus fortes. 

Ceci nous a permis de dresser le tableau suivant (Tabl. 3). 

Autrement dit, en vingt jours (ce qui représente environ 6 passages 
successifs) le staphylocoque 133, le strepto dig. 7, le typhique Eberth 2, 
le Friedlander Caroli et le coli Monod tolérent aisément la présence 
d’une dose de streptomycine mille fois plus élevée que celle qui 
initialement inhibait leur culture. 
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DOSE TOLEREE 

MILIEU PEPTONE GLUCOSEE 3 cM‘ DdSt CNET Vaa aprés 
ensemencement 10 —2? inhibitrice accoutumance 

de 20 jours 


| 


Staphylocoque 133 2 40 450.000 
Strepto Dig. 7 100 400.000 
Typhique Eberth 2. 100 400.000 
Friedlander Caroli 250 450.000 
Coli Monod 400 400.000 
Coli Monod (milieu synthétique 5 cm’). . 450 400.000 


NV. B.— Ces doses ne représentent pas des doses limites. 


Mais cette accoutumance acquise in vitro a la streptomycine, les 
germes la conservent-ils? Un-repos de dix-huit jours a la glaciére ne 
modifie en rien ]’accoutumance des souches, ni méme plusieurs passages 
sur l’animal (souris). 3 


Nous conservons depuis dix-huit mois une souche de .colibacilles qui 


aprés de nombreux repiquages a conservé sa méme streptomycino- 
résistance. 

Cette accoutumance qui confére aux germes la possibilité de tolérer 
1.000 fois la dose inhibitrice et plus, modifierait-elle la sensibilité de 
ces germes A d’autres agents bactériostatiques. Vis-a-vis du 1162, les 
souches accoutumées a la streptomycine se comportent comme les 
témoins. 

b) In vivo. — Devant les résultats obtenus in vitro, nous avons pensé 
qu’il serait intéressant de savoir si ces souches avaient gardé leur sensi- 
bilité 4 la streptomycine in vivo. L’expérience a été faite sur deux 
souches différentes : une souche Gram +, strepto Dig. 7 et une souche 
Gram —, coli Monod. 

Comme précédemment les souris ont été infectées par voie périto- 
néale avec 10.000 doses minima mortelles. 

1° Strepto Dig. 7. — Avec la souche non accoutumée & la streptomycine, 

2.000 unités de streptomycine par jour, pendant deux jours, assurent 
60 p. 100 de survies au dixiéme jour. 

Avec la souche rendue résistante 4 100.000 unités de streptomycine, 


Fig. I. 
SH DIO. 7. SOUCHE NORMALE SH DIG.7. SOUCHE STREPTOMYCINO— RESISTANT 
10 10} 
9 ao 
n g . 
ae 3e 
au bee a 
16 6+ 
Ss SS 
4 a ] 
3 3\— 
2 2|— 
; Samm 
TEMOINS 2.000 U. PAR JouR TEMOINS 2.000 U. PAR JOUR 10.000 U.PAR JOUR 
2 Jours = 2 JOURS 2 JOURS 
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2.000 et 10.000 unités de streptomycine par jour, pendant deux jours, 
ne protégent plus les souris qui meurent au bout de vingt-quatre heures 
comme les témoins (Fig. I). 

: 2° Coli Monod. — Avec la souche non accoutumée Aa la streptomy- 
cine, 150 unités de streptomycine, par jour, pendant deux jours, 
assurent 10 p. 100 de survies et 300 unités par jour, pendant deux jours, 
40 p. 100 de survies. 

Fig. If. 


COL! MONOD SOUCHE NORMALE COLt, MONOD SOUCHE STREPTOMYCINO- RESISTANTE 
: 


S10 
29 
Ss 
7 
6 
=) 
a 
3 
32 
"TH 
TEMOINS 1SOU PAR JOUR 300U-. PAR JOUR TEMOINS 150 U. PAR JOUR 10.000U. PAR JOUR 
2 JOURS 2 JOURS 2 JOURS 2 JOUR 


Avec la souche rendue résistante 4 100.000 unités de streptomycine, 
150 unités par jour pendant deux jours ne protégent pas du tout les 
souris qui meurent en vingt-quatre heures comme les témoins ; 
100.000 unités par jour pendant deux jours, donnent 30 p. 100 de sur- 
vies au deuxiéme jour et 10 p. 100 au dixiéme (Fig. II). 

De tout ces faits, nous pouvons tirer les enseignements suivants : 

1° Grande diversité dans la sensibilité des germes in vitro allant de 
1 a 500 unités dans les groupes sensibles 4 la streptomycine, diversité 
que l’on retrouve in vivo, par conséguent pouvant donner une indica- 
tion en clinique sur le degré de sensibilité d’un germe. 

2° Trés grande facilité d’accoutumance des germes 4 des doses dont 
nous n’avons pas fixé la limite mais déja de mille fois la dose initiale 
en six passages. En outre, cette résistance acquise se maintient sans 
changement, méme apres plusieurs passages sur 1’animal. 


(Laboratoires de Chimiothérapie. Institut Pasteur.) 


REMARQUE SUR LES ANNEAUX DE CROISSANCE 
AUTOUR DE CRISTAUX ACIDES. 


- 


e 
par K. 0. RENKONEN 


Le dépét de certains produits sur des plaques du milieu de Mc Leod 
modifié par Reyman entraine la formation d’anneaux autour d’une 
zone négative. Le phénoméne a été observé (1, 2) avec des streptocoques 


(1) C. R. Soc, Biol., 1945, 439, 1075. 
(2) Ces Annales, 1946, 72, 679. 
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et des paratyphiques. Nous n’avions considéré a ce moment ni la nature 
acide des substances mises en ceuvre, ni d’autres facteurs influencant 
la formation des anneaux. Quelques expériences complémentaires ont 
été réalisées. 
Si nous placons sur le bouillon gélosé ensemencé de S. paratyphi B 
un cristal d’acide succinique, d’acide amido-sulphonique, une goutte 
d’acide sulfurique ou une goutte d’acide chlorhydrique, nous obte- 


Fic. 1. — Culture de Salmonella paratyphi B: & gauche,ten haut acide amido- 
_. sulphonique ; en bis, acide succinique. A droite, en haut acide chlorhy- 
drique ; en bas, acide sulphonique. 


Fic. 2. — Culture de Samonella paratyphi B. 
De gauche a droite: bouillon gélosé @ 2, 1 et 0,5 pour 100. 


nons les anneaux représentés sur la figure 1. Les anneaux sont bien 
marqués, celui provoqué par l’acide succinique étant le plus net. Mais 
les acides minéraux provoquent la formation d’anneaux comme les 
acides organiques. En présence d’acide succinique, les anneaux sont les 
plus nets sur la gélose 4 0,5 p. 100, moins marqués sur la gélose a 
1 et 2 p. 100, et A peine visibles sur la gélose 4 3 p. 100 (qui n’est pas 
représentée sur la figure 2). ; a 
Si nous répétons la méme expérience avec du bouillon gélosé addi- 
tionné de glucose ou de maltose a 1 p. 100 qui sont acidifiés: par les 
bacilles typhiques, les anneaux sont a peine visibles. Il n’y a pas 
d’anneaux en présence de lactose, non acidifié par les typhiques étudiés. 
Par contre, un fragment de soude sur milieu glucosé provoque la 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 935 


ANNEAUX 
: ; PRODUCTION 
GELOSE BOUILLON ADDITIONNE DE mn a aS 
d’acide Acide 
succinique ne 

0 0 + 0 
Glucose ou maltose, ...... + 0 + 
Lactose... ue eames oe 0 + 


Ses Sehaaee ee ty oe et es le Baie Pate a a ee ee ea ee 
0, pas d’anneaux; +, anneaux. 


formation d’anneaux, alors qu’il n’en provoque pas sur milieux non 
glucosés. 

Il existe donc autour des cristaux acides ou alcalins une. alternance 
de zones & croissance forte et de zones a croissance faible. 

Les acides et les bases agissent vraisemblablement en neutralisant 
des produits alcalins ou acides du métabolisme et en créant ainsi des 
zones de pH optimum. Cette hypothése explique l’activité des acides 
sur des milieux qui s’acidifient. 


(Institut de Sérologie et de Bactériologie de VUniversité de Heisinnt) 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans_ les 
Annales de UVInstitut Pasteur : 


Cultures éphithéliales pures sur membranes plasmatiques, 
sans repiquage et sans plasma. Préparation rapide de 
cultures colorables comme des frottis, par J. Wirrn et 
G. BARSKI, 


Contribution a l’étude du mécanisme de Il’hémolyse, | par 
D. G. Dervicatan et C. Maenanr. 


Séance du 5 juin 1947. 


Présidence de M. NrcrE. 


NECROLOGIE 


M. Négre annonce le déces de M. Alfred Boquet et donne lecture 
d’une notice nécrologique qui a paru dans ces Annales, 1947, 73, p. 617. 
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ETUDE DES CARACTERES CULTURAUX ET BIOCHIMIQUES 
DE PLECTRIDIUM CADAVERIS 


par R. SAISSAC et P. ANDRE. 


Historique. — Klein a décrit en 1899 un anaérobie qu’il avait isolé a 
partir de cadavres et nommé Bacillus cadaveris sporogenes. Ce germe 
étant sporulé, avec spores terminales, Gram-positif et mobile, se classe 
dans le genre Plectridium (1). Les caractéres donnés par Klein étant 
insuffisants, nous complétons ici sa description grace a4 ]’étude d’une 
souche de Plectridium cadaveris isolée & partir du péritoine d’un lapin 
lors d’une laparotomie. 

Morphologie. — Batonnets droits ou incurvés, longs de 445 y, (2 y, 
pour les formes courtes), larges de 0,4 y, 40,5 y ; généralement isolés. 
Les spores, déja nombreuses dans les cultures de vingt-quatre heures, 
sont terminales, ovales et leur largeur dépasse celle des batonnets. Ce 
germe est mobile, Gram-positif. 

Physiologie. — Anaérobie strict. Température optima 37°, mais il 
pousse encore bien a la température du laboratoire. Il résiste une minute 
a 100°. Le rouge neutre et la phénosafranine sont totalement réduits, 
la safranine ne l’est que partiellement. 

Caractéres culturauz. — En gélose profonde les colonies sont d’abord 
lenticulaires, puis légérement ouatées et le centre devient brunatre ; le 
gaz est abondant. En eau peptonée la culture est assez riche, avec trouble 
homogéne du milieu et un dépét qui noircit au bout d’une dizaine de 
jours. En bouillon glucosé, trouble homogéne abondant avec trés impor- 
tant dépot non visqueux. L’odeur est fétide. Il y a dégagement de SH, 
et beaucoup de gaz. 

La gélatine est liquéfiée en quatre jours ; le lait est altéré en trois 
jours : d’abord coagulé partiellement, puis en une semaine digéré 
partiellement. Le sérum, le blanc d’ceuf coagulé, le foie, la cervelle et 
la fibrine subissent un début de digestion visible en quatre A cing jours. 

Glucides. — Le glucose est énergiquement fermenté ; le lévulose et 
le saccharose légérement ; l’arabinose, le galactose, le lactose, le 
maltose, le mannitol, le glycérol et l’amidon ne le sont pas. Le nitrate 
de sodium n’est pas réduit en nitrite. 

Caractéres biochimiques. — Dans les cultures en bouillon glucosé a 
1 p. 100, A4gés de sept A huit jours, on trouve des amines volatiles, de 
l’indol, pas de scatol, pas d’aldéhyde ni de cétone ni de phénol. Nous 
y avons caractérisé les alvools éthylique et butylique et une quantité 
assez importante d’acétylméthylcarbinol. L’acidité volatile est de 0,110 g. 
p. 100 ; elle consiste en un mélange d’acides butyrique et acétique dans 
la proportion de 3 p. 1; acide lactique en faible quantité. La quantité 
d’NH, formée est de 0,05 p. 100. 

Pouvoir pathogéne. — Cet anaérobie n’est pas pathogéne pour le 
cobaye, ni pour le lapin. Il ne produit ni toxine ni hémolysine. 
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(1) A. R. Prévor, Manuel de classification des anaérobies, Masson, 1940. 
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